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RÉSUMÉ
Nous avons récemment démontré que les effets inflammatoires du vascular
endothelial growth factor (VEGF) sont médiés via la synthèse du facteur d’activation
plaquettaire (PAF) par les cellules endothéliales (CE). De plus, le VEGF-A165 induit la
transiocation de la P-sélectine à la surface des CE favorisant ainsi le roulement et
l’adhésion des neutrophiles sur les CE. Toutefois, nous ne savons pas si la transiocation de
la P-sélectine induite par le VEGF-A165 est médiée par l’activation des récepteurs VEGFR
1 etJou R-2, ainsi que le corécepteur NRP-1 et si le PAF synthétisé est impliqué dans ce
processus.
Un traitement avec le VEGF-A165 (agoniste de VEGFR-1, VEGFR-2 et NRP-1),
VEGF-A121 (agoniste de VEGFR-1 et VEGFR-2), VEGF-B (agoniste VEGFR1 et NRP-1),
le placental growth factor (PJGF-1) (agoniste de VEGFR-1) et les VEGf-C et -D
(agonistes de VEGFR-2) (1 0 M) ont induit une transiocation rapide de la P-sélectine de
l’ordre de 270, 135, 72, 80, 77 et 70% respectivement. De plus, afm de déterminer le rôle
du PAF synthétisé par les human umbelical vein endothelial ceils (HUVEC), nous avons
utilisé des antagonistes sélectifs des récepteurs du PAF dans la translocation de la P
sélectine induite par le VEGF et observé une inhibition jusqu’à 88%. Ces résultats
démontrent que la translocation de la P-sélectine induite par le VEGF-A165 sur les HUVEC
implique l’activation de VEGFR-1 et VEGFR-2, lequel est potentialisé par la NRP-l, en
plus de nécessiter la synthèse du PAF.
Mots clés VEGF, PAF, P-sélectine, HUVEC, inflammation
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ABSTRACT
We previously reported that vascular endothelial growth factor (VEGF-A165)
inflammatory effect is mediated by acute platelet-activating factor (PAF) synthesis from
endothelial celis (EC). In addition, like PAF, VEGf-A165 promotes P-selectin transiocation
on EC surface favoring the rolling and adhesion of neutrophils to EC. However, it is
unknown whether VEGF-A165 is mediating P-selectin transiocation through VEGF
receptor-1 (VEGFR-1) andlor VEGF receptor-2 (VEGFR-2) activation, and if the
coreceptor neuropilin- 1 (NRP- 1) potentiates VEGF-A165 activity. In addition, we wanted to
assess if the synthesis of PAF mediated by VEGF-A165 contributes to P-selectin
transiocation.
Treatment of human umbilical vein endothelial ceils (HUVEC) with VEGF analogs
including VEGF-A165 (VEGfR-1, R-2 and NRP-1 ligand), VEGF-A121 (VEGFR-1 and R-2
ligand), placental growth factor-1 (VEGfR-1 ligand), VEGF-B (VEGFR-1 and NRP-1
ligand), VEGF-C and -D (VEGFR-2 ligands) at 1 0 M induced a rapid P-selectin
transiocation by 270, 135, 80, 72, 77 and 70% respectively. In addition, as VEGF-A165
induces PAF synthesis in HUVEC, which are bearing PAF receptors, HUVEC were
pretreated with PAF receptor antagonists which inhibited up to 88% the transiocation of P
selectin mediated VEGF-A165. These data show that VEGF-A165-mediated P-selectin
transiocation in HUVEC implies the activation of VEGFR-1 and VEGFR-2, winch is
potentiated by NRP-1, and requires PAF synthesis.
Key words: VEGF, PAF, P-selectin, HUVEC, inflammation
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1.0. INTRODUCTION
1.1. GÉNÉRALITÉS SUR LE CONCEPT D’ANGIOGENÈSE
1.1.1. L’endothélium
C’est en 1265 que Ris baptisa la monocouche cellulaire tapissant l’intérieur des
vaisseaux sanguins comme étant l’endothélium; faisant la différence entre le « vrai » et le
«faux» épithélium. Les vaisseaux sanguins composent le réseau de distribution du sang
pour toutes les parties du corps. Ces vaisseaux sont de tous calibres, allant d’environ 10
im pour les capillaires à 2 cm pour l’aorte humaine. Après cette observation, la croyance
était que cette monocouche de cellules ne servait que de barrière physique entre le sang et
les tissus. Au cours du dernier siècle, des évidences grandissantes suggérèrent que cette
simple monocouche joue en fait un rôle essentiel au niveau de l’homéostasie générale.
L’endothélium fût souvent associé à l’accumulation et à la transmigration de leucocytes
durant l’inflammation (1), ainsi qu’à la prolifération des cellules musculaires lisses (CMLs)
médiales dans la lumière vasculaire aux endroits où l’endothélium était absent (2). De plus,
Henscher démontra en 1922 que les cellules endothéliales (CE) étaient directement
impliquées dans le développement de thromboses. Les rôles de l’endothélium
commençaient alors à peine à être connus.
1.1.2. L’angiogenèse
L’angiogenèse est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de
vaisseaux préexistants. C’est un phénomène très complexe requérant une séquence
2d’événements essentiels et devant intervenir à des moments précis. En 1939, Clark et Clark
rapportèrent la séquence d’évènements qui constitue le processus angiogénique (3). En
premier lieu, les CE de capillaires ou de veinules post-capillaires sont soumises à une
intense activation en réponse à un stimulus angiogénique local. Par la suite, il se produit
une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité vasculaire et une dégradation
protéolytique de la membrane basale des CE, permettant ainsi la migration des CE en
direction du stimulus angiogénique. Les CE subissent alors un changement
morphologique: elles s’allongent, s’alignent et bourgeonnent pour ensuite se diviser et se
multiplier, permettant ainsi au tabule de croître et de former la structure tridimensionnelle
du capillaire vers la source de stimulation (4). La dernière étape consiste en la maturation
du vaisseau, celle-ci étant accomplie par la reconstruction de la membrane basale. Le
développement vasculaire est un phénomène essentiel qui est retrouvé dans plusieurs
situations. La guérison vasculaire en condition inflammatoire (5), en situation ischémique
(6), lors du développement des organes durant l’embryogenèse (7) et pendant le cycle
menstruel de la femme ne sont que quelques exemples des conditions physiologiques
requérant le développement de nouveaux vaisseaux sanguins. Par contre, lorsque
l’angiogenèse échappe au contrôle physiologique, elle peut participer au développement de
nombreuses pathologies (tumeurs, métastases; 8). Par exemple, Judah folkman suggéra en
1971 qu’à partir d’un certain stade (1 mm3), la masse tumorale devenue trop grande doit
impérativement recruter des CE environnantes pour former son propre système de
circulation, dans le but d’accroître le flot sanguin l’irriguant (8). Cette transition vers une
phase angiogénique permet la prolifération de la masse tumorale ainsi que la migration de
cellules tumorales dans la circulation systémique, menant à la formation de métastases.
31.2. VA$CULAR ENDOTHELIAL GROWTHFACTOR (VEGF)
1.2.1. Découverte du VEGf
Le VEGF fut d’abord considéré comme le facteur angiogénique X retrouvé dans les
rétinopathies à caractère angiogénique (9). En 194$, Michaelson suggéra que, dans le
développement de la rétinopathie pathologique, la rétine relâche dans le corps vitreux un
facteur angiogénique encore inconnu capable d’induire une néovascularisation non
seulement locale (rétine), mais également distale (iris). Des études récentes ont démontré
que ce facteur X n’est nul autre que le VEGf et qu’en plus d’être retrouvé dans les
rétinopathies prolifératives (10,11), il est également secrété par divers types cellulaires (11,
12).
Le VEGF fut initialement isolé dans un milieu de culture de cellules tumorales et
comme un facteur agissant sur l’augmentation de la perméabilité vasculaire (13). Quelques
années plus tard, le gène codant pour la protéine du VEGF humain fut identifié (14) et son
analyse révéla qu’il est composé de $ exons répartis sur une distance approximative de 14
Kb sur le chromosome 6p2l.3 (11). Par épissage alternatif, le VEGF est produit sous 5
isoformes (206, 189, 165, 145 et 121 acides aminés), le VEGf165 et le VEGf121 sont les
deux isoformes les plus abondants (15-17). Les protéines recombinantes des VEGf-A165,
189 et 206 sont capables de lier fortement l’héparine grâce à leur «heparin binding domain»
(18). Depuis, cinq différents gènes ont été identifiés comme étant apparentés au gène du
VEGf-A: le «placentat growthfactor» (isoformes PIGf-1 et -2), le VEGf-B, le VEGF-C,
le VEGf-D et l’homologue viral VEGf-E (19-21). Le VEGf-A165 demeure à ce jour le
membre de la famille du VEGF qui est le plus étudié.
4Depuis sa découverte, plusieurs effets ont été associés au VEGf-A165 sur les CE.
Plusieurs groupes ont démontré qu’il est capable d’induire, dans les CE, une accumulation
transitoire de calcium cytoplasmique (22), des changements morphologiques (23), la
prolifération et la migration (24). Cette dernière propriété a fasciné les scientifiques
s’intéressant au phénomène, puisque l’angiogenèse est un processus complexe impliquant
la dégradation de la membrane basale vasculaire et de la matrice extracellulaire, ainsi que la
migration et la prolifération des CE. Le VEGF-A165 possède la capacité d’influencer
chacune de ces étapes de façon directe ou indirecte, faisant de ce facteur de croissance une
molécule de premier ordre lors de l’angiogenèse pathologique. Par ailleurs, la délétion
d’un seul allèle du gène codant pour le VEGf-A est létal (jour 10,5 de gestation chez la
souris) suite à des malformations dans le développement des vaisseaux sanguins, suggérant
son étroite relation dans le développement embryonnaire des vaisseaux (26-27). Enfin, des
études in vivo ont démontré que le VEGF-A165 est également un facteur inflammatoire et
angiogénique (24) et que ses activités ne sont pas exclusivement limitées aux CE, car il
augmente la migration des monocytes (cellules inflammatoires) (25). Ces dernières
données renforcent donc l’hypothèse voulant que le VEGf-A165 soit capable de provoquer
une réponse inflammatoire pouvant mener à l’angiogenèse.
1.2.2. Récepteurs du VEGF
Des études ont démontré que le VEGf-A165 exerce ses multiples actions sur les CE
via l’activation de récepteurs de type tyrosine kinase: le VEGfR-1, aussi nommé fit-1 (fms
like tyrosine kinase-1) (2$) et le VEGFR-2, ou ftk-1/KDR (fetal liver kinase) (29). Ces
deux récepteurs sont constitués de 7 domaines de type immunoglobuline, d’une seule
région transmembranaire et d’une extrémité intracellulaire à activité tyrosine kinase (30-
531). Le VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont les deux sites principaux de liaison du VEGf-A165,
avec une constante d’affinité (Kd) de 10-20 pM (2$) et 75-125 pM (29) respectivement.
Notons également qu’il existe un autre récepteur de type tyrosine kinase associé à la famille
des VEGFR; le VEGFR-3, mais ce dernier n’est pas présent dans les CE du lit vasculaire, il
n’est retrouvé que dans l’endothélium lymphatique (32). Les isoformes VEGF-A121 et
VEGF-A165 et les analogues P1GF-1, P1GF-2 et VEGf-B ont la capacité de lier la
glycoprotéine de —180 kDa qu’est le VEGFR-l (Figure 1 ; 2$). Il est intéressant de noter
que la phosphorylation du VEGfR-1 est très difficile à détecter et qu’ en plus, dans les CE,
il n’y a pas d’activité proliférative, migratoire ou de changement du cytosquelette associés à
ce récepteur (33-34). La question du rôle principal du VEGFR-1 a été clairement posée par
une expérience d’inactivation génique ciblée où le domaine tyrosine kinase intracellulaire
de ce récepteur a été supprimé tandis qu’ était conservé le domaine extracellulaire de liaison
du VEGF (35). Les vaisseaux de ces souris sont apparemment normaux et la perméabilité
vasculaire est normale (35). Ces résultats suggèrent donc un rôle prédominant du domaine
extracellulaire (et non du domaine tyrosine kinase) du VEGFR-1 qui pourrait agir comme
leurre (decoy receptor), capturant le VEGF-A165 et régulant ainsi la concentration du ligand
disponible pouvant se lier au VEGFR-2 (33). Dans ce cas précis, la présence de PYGF-1,
P1GF-2 ou de VEGF-B serviraient à déplacer le VEGf-A165 vers le VEGFR-2, expliquant
l’activité de potentialisation du P1GF-1 sur les activités biologiques du VEGF-A165 à faibles
concentrations (33).
Les isoformes VEGF-A121 et VEGf-A165 ainsi que les analogues VEGF-C, VEGF
D et VEGf-E ont la capacité de lier la glycoprotéine de —200-230 kDa qu’est le VEGFR-2
(Figure 1; 29). La phosphorylation de VEGfR-2 est plus puissante que celle de VEGFR-1
6et mène à la prolifération, la migration et le changement de morphologie des CE (34-36), en
plus d’entraîner une synthèse accrue du facteur d’activation plaquettaire (PAF) (37). De
plus, de nombreux types de cellules n’exprimant pas ces récepteurs ont montré une forte
réponse mitogénique et/ou chimiotactique au VEGF-A165 lorsqu’elles furent transfectées
avec un plasmide codant pour le VEGfR-2 (28, 34). En revanche une telle activité n’a pas
été observée lorsque ces cellules furent transfectées avec le gène du VEGFR-1 (34).
En plus de ces récepteurs à activité tyrosine kinase, il a été démontré en 199$ que
les actions médiées par le VEGF-A165 sont potentialisées par sa capacité de se lier à la
neuropiline-1 (NRP-1) (3$). En effet, il a été démontré que la liaison du VEGF-A165 à la
NRP-l était médiée par la région codée par l’exon 7 du gène du VEGF. Cet exon n’est pas
transcrit lors de l’épissage menant à la synthèse du VEGF-A121, ce qui explique l’incapacité
de ce dernier à lier la NRP-1 (39). Par contre, les analogues P1GF-2, VEGF-B et VEGf-E
ont cependant cette région codante (exon 7) dans leurs gènes, ce qui leur confèrent la
capacité de se lier à la NRP-1.
La NRP-1 possède un site de liaison extracellulaire comprenant deux domaines
‘complement-binding’ (CUB), deux domaines d’homologie du facteur de coagulation
V/VIII, un domaine MÀM (meprin, A5) notamment impliqué dans l’homo- et
l’hétérodimérisation du récepteur (39), un domaine transmembranaire très court et une
chaîne cytoplasmique d’environ 40 acides aminés. Ce site réceptoriel a d’abord été
identifié comme un récepteur pour les sémaphorines, des molécules impliquées dans le
développement et le guidage des axones lors du développement neuronal (40-42).
7Nous avons démontré dans le laboratoire que la NRP-1 joue un rôle majeur sur les
effets médiés par le VEGF-A165. En effet, ce corécepteur potentialise les effets biologiques
en augmentant significativement la migration des CE, leur prolifération ainsi que la
synthèse de PAF lorsque ces dernières sont stimulées par le VEGF-A165 (ligand pour le
VEGFR-2 et NRP-l) (38). Notons que le VEGf-B et le PIGF-2 sont capables de lier le
VEGFR-l et la NRP-l, mais qu’il n’y a pas à ce jour d’effet biologique décrit démontrant
que la NRP-1 puisse potentialiser les effets reliés à l’activation de VEGFR-l.
Des données des plus intéressantes viennent de l’inactivation génique des récepteurs
du VEGf chez la souris, par recombinaison homologue. Ainsi, les souris VEGFR-2 ‘
meurent à 7,5-8,5 jours de gestation dû au fait de l’absence de différentiation des
angioblastes en CE (43). Suite à l’inactivation du VEGFR-1 chez les souris (VEGFR-F’),
le développement des CE est normal à partir des angioblastes, mais l’assemblage
tridimensionnel des vaisseaux est manquant, ce qui provoque la mort pendant le
développement (8,5 jours) (44). Enfin, lors de l’inactivation génique de la NRP-1 chez les
souris (NRP- 1 j le développement est également compromis au point d’être létal au jour
12,5-13,5 de gestation (45). L’effet majeur est un retard important dans le développement
des fibres nerveuses crâniennes et spinales exprimant la NRP-1, en plus d’un
développement vasculaire enrayé. Ainsi, sans la NRP- 1, les vaisseaux sanguins brachiaux
se développent de façon inappropriée et le réseau vasculaire est désorganisé, ce qui est létal
(45).
$En conclusion, le facteur de croissance VEGF-A et ses récepteurs, agissent de façon
essentielle dans le développement embryonnaire pour synchroniser et organiser
l’architecture vasculaire. Ce fait est corroboré par la létalité d’une délétion génique de
n’importe quel des récepteurs du VEGf-A. Le VEGF-A et ses récepteurs sont impliqués
dans plusieurs processus biologiques tels que la prolifération cellulaire et la migration
cellulaire, des processus essentiels lors du développement.
Figure 1: Représentation des analogues du VEGF-A ainsi que ses récepteurs. Le
VEGf-A165 est capable de se lier à VEGfR-l, VEGFR-2 et à la NRP-1, mais se lie pas au
VEGfR-3 de l’endothélium lymphatique. Le VEGF-A121 se lie à VEGFR-1 et VEGfR-2
et non à la NRP- 1. Les analogues P1GF- 1 et P1GF-2 ont la capacité de se lier au VEGFR- 1,
mais seul le P1Gf-2 peut lier la NRP-l. Le VEGF-B, peut se lier à VEGfR-1 ainsi qu’à
NRP- 1. Pour le VEGf-C et VEGF-D ils sont capables de se lier au VEGFR-2, mais sans se
lier à la NRP- 1. De plus, ces deux derniers sont les seuls analogues capable de se lier au
VEGfR-3 situé sur l’endothélium lymphatique. En se qui concerne le VEGf-E, il se lie au
VEGfR-2 ainsi qu’ à la NRP- 1.
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1.3. L’INfLAMMATION
1.3.1. La réaction inflammatoire
Chez l’homme, le système immunitaire sert de système de défense. Ce système sert
à maintenir le corps de l’hôte fonctionnel, ainsi qu’à le défendre contre les intrusions
extérieures. La première ligne de défense est le tégument (la peau), qui agit comme une
barrière physique contre la pénétration d’agents pathogènes. Par contre, lorsqu’une brèche
survient, une seconde ligne de défense entre en jeu; c’est l’inflammation. C’est dans
l’antiquité que furent décrit les 4 signes cardinaux de l’inflammation: la rougeur, la chaleur,
l’enflure et la douleur. Avec l’amélioration des techniques scientifiques il fut aisé de
déterminer que la rougeur et la chaleur observées étaient dues à l’augmentation du flot
sanguin dans les vaisseaux sanguins situés à proximité du site inilammé. Julius Cobnheim
(1$39-1$$4) nota que l’inflammation était associée à une altération locale de la
microcirculation, en plus de voir une augmentation de l’adhérence/transmigration des
cellules inflammatoires (monocytes, leucocytes) à travers la paroi vasculaire inflammée.
L’ enflure est subséquente à une augmentation de la perméabilité endothéliale qui cause
l’exsudation de plasma et de protéines vasculaires au site inflammé. Quant à la douleur,
elle survient suite à l’irritation des terminaisons nerveuses locales par les agents pro-
inflammatoires relâchés par les cellules environnantes.
L’inflammation se divise en 2 phases: aigu et chronique (45, 46). L’inflammation
aigu (premier stade de l’inflammation) est une réponse rapide, non spécifique et
stéréotypée. Elle ne comporte pas de composante immunologique, et opère toujours de la
même façon quelque soit l’agent causal. L’inflammation aigu, ou hyperperméabilité
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vasculaire, est une conséquence directe de l’effet des médiateurs inflammatoires sur la
contraction des CE, donc de la formation de brèches intercellulaires (gap junctions),
conduisant à l’extravasation des protéines plasmatiques. Ainsi, la zone affectée devient
rouge, chaude et enflée; le sérum sanguin s’échappe des vaisseaux dilatés et distend les
interstices tissulaires, constituant l’oedème.
L’inflammation chronique (deuxième stade de l’inflammation) est de longue durée
et implique généralement une réponse immunitaire spécifique (45, 46). Ainsi, des
lymphocytes s’ajoutent aux cellules inflammatoires déjà en place. De plus, le stimulus pro-
inflammatoire active les CE qui, subséquemment, expriment à leur surface plusieurs types
de molécules d’adhésion visant à faciliter le ralentissement et l’arrêt des cellules
inflammatoires de la circulation au site inflammé. Les monocytes et leucocytes sont
ensuite appelés à migrer vers l’interstitium en direction des molécules chimiotactiques pour
y exercer plus de phagocytose et/ou d’actions protéasiques. Des réactions délétères
peuvent donc endommager grandement les tissus environnants, en plus de causer une
prolifération fibrovasculaire faisant partie du processus de réparation tissulaire qui est déjà
activé.
1.3.2. Les corps de Weibel-Palade
En 1964, les docteurs Weibel et Palade ont identifié, à l’aide de la microscopie
électronique, des organelles en forme de grains de riz « rod-shaped like organels »
d’environ 0,1 tm de largeur par 4 jim de longueur et situées dans le cytosol des CE (47).
En reconnaissance de leurs travaux, la communauté scientifique a ainsi nommé ces
organelles comme étant les corps de Weibel-Palade (cWP).
12
Ces cWP sont des organelles contenant plusieurs molécules impliquées dans divers
phénomènes tels que l’hémostase (von Willebrand factor, vWf) et l’adhésion des cellules
inflammatoires (CD-62P, CD63) (Tableau 1). Une sécrétion bien orchestrée de ces
molécules par les CE est la meilleure façon de modifier rapidement et sélectivement le
microenvironnement d’un lit vasculaire et donc de moduler l’interaction entre les processus
de coagulation, de fibrinolyse et d’inflammation (4$). Ainsi, suite à un stimulus approprié,
il se produit une redistribution de ces organelles cytosoliques vers la membrane de façon à
y fusionner, pour induire la relâche et/ou la transiocation membranaire de différentes
molécules qui entraîneront diverses activités biologiques. Par exemple, le facteur de von
Willebrand est une molécule relâchée dans la circulation, essentielle à la cascade de la
coagulation sanguine, car elle sert à lier le facteur VIII permettant ainsi l’activation du
facteur X de la cascade de coagulation (49, 50). De son côté, la P-sélectine est une
molécule transloquée à la surface de la membrane (51) et qui en liant son ligand «F
selectin glycoprotein ligand» (P$GL- 1) sert à induire la cascade d’adhésion des cellules
inflammatoires aux CE.
Au cours de l’inflammation, les CE sont soumises à plusieurs stimuli pro-
inflammatoires et subissent plusieurs changements. Il se produit notamment une
augmentation du niveau de calcium intracellulaire, une réorganisation du cytosquelette,
ainsi qu’une redistribution des cWP vers la membrane plasmique. Les cWP contiennent
des molécules pro-inflammatoires dont l’interleuldne-8 (52) et sont donc des marqueurs
importants de l’inflammation.
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Protéines Actions Références
von Willebrand factor (vWf) Hémostase 49, 50
P-sélectine (CD62P) Adhésion des leucocytes 51, 53
LAMP (CD63) Adhésion des leucocytes 54
Endothéline Vasoconstriction 55
Interleukine-8 Réaction inflammatoire 52, 56
Tissu-plasminogen activator fibrinolyse 57, 58
Tableau 1: Résumé des principales molécules retrouvées dans les corps de WP et qui
seront secrétées ou transioquées lors d’un stimulus approprié. Adapté de: Histochem. Ceil
Biol., 2002; 117:113-122.
1.3.3. Inflammation et angiogenèse
Plusieurs évidences laissent supposer que l’inflammation précède et/ou accompagne
presque automatiquement l’angiogenèse dans des conditions tant physiologiques que
pathologiques (59). En effet, la vascularisation de la majorité, sinon la totalité des tumeurs,
est caractérisée par une perméabilité vasculaire accrue avec la présence de cellules
inflammatoires telles que les monocytes et neutrophiles (59). Bien que plusieurs autres
facteurs de croissance, tels que le «basic ou acidic flbroblast growth factor» et
l’« epidermal growth factor» (24, 60), soient capables d’induire la prolifération et/ou la
migration des CE, le VEGF-A165 est le seul facteur de croissance capable d’induire une
forte augmentation de la perméabilité vasculaire. Par ailleurs, les études du Dr $irois ont
démontré que l’effet inflammatoire du VEGf-A165 est médié par la synthèse du PAF au
niveau des CE (37). Il a de plus été démontré que cette synthèse de PAF joue un rôle
prépondérant dans I’angiogenèse induite par le VEGF-A165, renforçant ainsi l’hypothèse de
la relation entre l’inflammation et l’angiogenèse (62). Il est également intéressant de noter
que le PAF en soi possède la capacité d’induire l’angiogenèse in vivo (63).
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1.3.4. Le PAF est un médiateur inflammatoire
Le facteur d’activation plaquellaire (PAF, 1 -O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine) est une molécule lipidique créée à partir de lipides membranaires (64). De
nos jours, le PAF est connu pour être un puissant inducteur de multiples phénomènes
biologiques tels que l’agrégation plaquettaire (65, 66), l’hypotension (67), la
bronchoconstriction (68) et principalement sa capacité à engendrer l’inflammation (65, 66).
Cette dernière propriété est imputable à l’augmentation de la perméabilité vasculaire
qu’induit le PAF. En effet, le PAF se lie aux CE et active des changements au niveau du
cytosquelette. Les changements morphologiques des CE se traduisent par une contraction
transitoire de ces dernières et, subséquemment, par la formation de brèches intercellulaires
permettant ainsi aux protéines plasmatiques de traverser vers l’interstitium (66, 69, 70).
Deux mécanismes bien distincts ont été décrits pour la synthèse du PAF. Le
premier est nommé «de novo », et répond aux besoins physiologiques de l’organisme.
L’activité des enzymes qui le compose est principalement dictée par la disponibilité en
substrat et permet une synthèse de PAF basale et constitutive (71). La deuxième voie est
celle du remodelage et semble davantage influencée par différents stimuli pro-
inflammatoires ou pro-allergiques. La, synthèse débute soit par l’activation d’une
phospholipase A2 (PLA2) ou d’une transacylase indépendante du Coenzyme A (CoA-IT)
capable d’hydrolyser un phospholipide membranaire (généralement le 1 -O-alkyl-2-
arachidonoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine) générant ainsi une molécule d’acide
arachidonique et une molécule de lyso-PAF, le précurseur du PAF. Ce dernier est par la
suite transformé en PAF par la lyso-PAF acétyltransférase (Lyso-PAF-AT) (72, 73). Des
études récentes réalisées dans notre laboratoire ont permis de préciser le mécanisme de la
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synthèse du PAF induite par le VEGF-A165 par les CE. En effet, le VEGF-A165, via sa
liaison avec le VEGFR-2, induit la phosphorylation de la p3$ MAPK et de la p42144
MAPK. Ces deux dernières enzymes participent ensuite à l’activation de la voie de
remodelage du PAF, voie qui est en partie gouvernée par l’induction de la sPLA2 type V
(37, 74, 75).
1.3.5. Les récepteurs du PAF
Le PAF est un puissant médiateur inflammatoire (65, 66) qui agit suite à l’activation
de son récepteur spécifique. Ce récepteur fait partie de la famille des récepteurs à 7
domaines transmembranaires et couplé à une protéine de type G (RCPG; 76, 77). Ce
RCPG est retrouvé sur plusieurs types cellulaires tels que: les leucocytes, les cellules
musculaires lisses et les CE (77). De plus, selon le type cellulaire, ce RCPG peut activer de
façon spécifique une sous-unité G, G ou Gq (7$-$0) de façon à réguler les mécanismes
intracellulaires tels que: l’augmentation de l’influx de Ca, l’activation de la protéine
kinase C ou de la PLA2 ($1-$2).
Il est cependant intéressant de noter que suite aux études de liaisons du groupe du
Dr Bazan (1990), trois sites d’affinités différents et spécifiques ont été identifiés dont un à
la surface membranaire et deux intracellulaires ($1). Ces résultats innovateurs ont
également mené à la distinction des deux sous-types de récepteurs du PAF intracellulaires.
Ainsi, il existe un sous-type de récepteur au niveau du cytosol et un autre à la surface du
noyau (77). D’autres études ont également été conduites avec des antagonistes des deux
sous-populations de récepteurs du PAF (intracellulaire et membranaire). Ainsi, le CV-3988
se révèle être un antagoniste des récepteurs du PAF (ICsomembranaire = 254 nM, IC5ointracellulaire
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= 1,57 nM; $3-84) et démontre la capacité d’inhiber de façon dose-dépendante l’agrégation
plaquettaire induite par le PAF ($5). De plus, les courbes de liaison ont démontré que le
CV-3988 agit en antagoniste non-spécifique des récepteurs du PAF (83). Alors que le BN
52021 est un antagoniste qui montre une spécificité beaucoup plus grande pour les
récepteurs membranaires que pour les récepteurs intracellulaires (IC5omembranaire 164 flM,
IC50intraceiiuiaire = 1,62 tM; $4). Enfin, le LAU$0$0 (BN 50730) est un composé qui est
spécifique aux récepteurs intracellulaires du PAF, sans toutefois démontrer de sélectivité
pour l’un ou l’autre des deux sous-types de récepteur intracellulaire (IC5omembranaire =
IC5ointraceiiutaire = 590 pM; 83, 86).
1.4. ADHÉSION DES CELLULES iNFLAMMATOIRES AUX CELLULES
ENDOTHÉLIALES
1.4.1. La famille des sélectines
Dans la cascade d’adhésion, plusieurs classes de molécules sont impliquées; les
molécules chimiotactiques (i.e. leucotriène B4), les molécules qui activent les cellules
inflammatoires (i.e. PAF) et d’autres qui induisent la transmigration des cellules
inflammatoires du flot sanguin et leur maintien près du site inflammé, (i.e. molécules
d’adhésion). Il existe trois groupes de molécules d’adhésion: les sélectines, les «celÏ
adhesion molecules » (CAM, des protéines à domaines immunoglobulines) et les intégrines
(Tableau 2). La famille des sélectines est intéressante et essentielle à l’initiation de la
cascade d’adhésion et est composée de trois membres: la E-sélectine, la L-sélectine et la P
sélectine (Tableau 2). Ces trois membres possèdent une conformation quasi identique et
comportent un domaine extracellulaire lectine localisé à l’extrémité aminoterminale NH2,
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Nom Autre(s) nom(s) Localisation Ligands
P-Sélectine CD62P, GMP-140, CE, PSGL-1
PADGEMZ Plaquettes
E-Sélectine CD62E CE 1 5OkD glycoproteins,
CD11/CD1$, PSGL-1
L-Sélectine CD62L, LECAM-1, LAM-1 Leucocytes GIyCAM, MadCAM,
CD34, Sgp 200
ICAM-1 CD54a CE, CD1 1aJCD1$,
Monocytes CD1 lb/CD1$
ICAM-2 CD 102 CE CD1 1aICD1$
VCAM CD1O6 CE CD49dJCD29
PECAM-1 CD31 CE, PECAM-1
Leucocytes,
— Plaquettes
MadCAM
--- CE L-sélectine, CD49dJ137
G1yCAM
--- CE L-sélectine
CD 11 aJCD 1$ LFA- 1 ; ŒLf32 Leucocytes ICAM- 1 ; ICAM-2
CD1 lb/CD1 $ Mac-1 ŒM132 Granulocytes; ICAM-1 ; iC3b
monocytes
CD11c/CD1$ p150, 95; ŒXE32 Granulocytes; iC3b
Monocytes
CD11dJCD18 Œd132 Macrophages ICAM-1
E-
CD49d/CD29 VLA-4; cy Lymphocytes; VCAM-1
Monocytes;
Eosinophiles
CD49dJE37 (X 4137 Lymphocytes VCAM- 1, MadCAM- 1
Tableau 2 : Molécules impliquées dans l’adhésion des leucocytes aux CE.
CAM = celI adhesion molecule; (E)LAM = (endothelial) leucocyte adhesion molecule; GMP = granule membrane protein; ICAM =
intercellular CAM; LfA lymphocyte function-associated antigen; MadCAM mucosal addresin CAM; PADGEM = platelet
activation-dependent granule extemal membrane protein; PECAM = ptatelet endothelial CAM; PSGL-1 = P-selectin glycoprotein ligand;
VCAM vascular endothelial CAM; VLA very late antigen. Modifié de: Am. J. Hypert., 2001; 14 page 44S-54S
18
un domaine EGF (homologue à epidermal growth factor), et des domaines «consensus
repeats» (CR; 6 pour la E-sélectine, 2 pour la L-sélectine et 9 pour la P-sélectine).
finalement, elles possèdent un domaine hydrophobe transmembranaire et se terminent par
une courte queue cytoplasmique en carboxyterminale COOH (87).
La E-sélectine est exprimée à la surface des CE suite à l’induction de sa
transcription par l’IL-113 ou les lipopolysaccharides (LPS) (8$, $9). Celle synthèse
protéique de novo est maximale 3-4 heures après la stimulation (90). Pour interagir avec
les neutrophiles, la E-sélectine des CE lie la «E-setectin ligand-] », ESL-1, (91) et la «P
selectin glycoprotein Ïigand-1 », P$GL-l, (92, 93) pour engendrer ces effets d’adhésion.
Des études de microscopie intravitale ont démontré que la fonction de la E-sélectine
dans le roulement des cellules inflammatoires est similaire à celle de la P-sélectine (94, 95).
Du fait de celle redondance fonctionnelle, les souris n’exprimant pas la E-sélectine, ne
présentent que peu de différence dans le roulement des cellules inflammatoires (95). En
revanche, seule la E-sélectine participe à la transition du roulement vers l’adhésion ferme.
Ainsi, les souris E-sélectin&’ présentent une diminution de l’adhésion ferme des cellules
inflammatoires suite à une stimulation par une molécule chimiotactique (96). De plus, ces
souris montrent de graves problèmes iniiammatoires menant à une mort prématurée (97).
Le second membre de la famille est la L-sélectine. Celle molécule est exprimée de
façon constitutive à la surface des microvilli des cellules inflammatoires (9$). Elle est
impliquée dans les étapes de la capture et du roulement des cellules inflammatoires à la
surface des CE. Des études ont démontré que suite à la capture de leucocytes, la L
sélectine est clivée près de la membrane et ce, entre 1 à 5 minutes après le stimulus tel
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qu’ avec le leucotriène B4, 1 ‘IL-8 ou le « tumor necrosis factor-a> TNf-o (99-101). Il a
été proposé que ce clivage survient de façon normale pour permettre à la cellule
inflammatoire de rouler vers le site où elle doit transmigrer. En effet, Walcheck et coil. ont
démontré que les neutrophiles roulaient beaucoup moins rapidement sur une surface
couverte du ligand de la L-sélectine (102).
La L-sélectine peut lier quatre types de ligands; G1yCAM-1, CD-34, MadCAM-1 et
Sgp-200. Le « glycosyÏation-dependent celi adhesion molecule-1 » (G1yCAM-l) est en fait
un complexe moléculaire qui requiert trois éléments structuraux pour lier la L-sélectine;
l’acide sialique, un fucose et un sulfate (103). Le CD34, qui est exprimé à la surface des
CE (104) doit être glycosylé pour lier correctement la L-sélectine (105). Le «mucosaÏ
addresin celÏ adhesion moïecuÏe-1 » MadCAM-1 (106) nécessite une modification dans sa
chaîne de sucre (carbohydrate) pour être compatible avec la L-sélectine (107). Enfin, le
Sgp200 est une glycoprotéine sulfatée servant de ligand pour la L-sélectine (108). Il est
très intéressant de noter que la L-sélectine, tout comme la P-sélectine, peut se lier au PSGL
1, démontrant un rôle commun quant à leur implication dans le processus d’adhésion (109-
111).
Le dernier membre de la famille des sélectines est la P-sélectine. Elle est
emmagasinée dans les corps de WP des CE et dans les granules-Œ des plaquettes. Suite à
un stimulus tel que par l’histamine ou la thrombine ces vésicules vont rapidement (<5 mm)
fusionner avec la membrane plasmique, de façon à relâcher (facteur de von Willebrand) ou
exposer (P-sélectine) leurs constituants à la lumière vasculaire (112, 113). L’expression de
la P-sélectine est maximale après 10 minutes et est maintenue pendant environ 30-60
20
minutes. Elle est par la suite réintemalisée par endocytose ou clivée et relarguée dans la
circulation (113-116). De plus, avec un stimulus tel que l’IL-4 ou l’oncostatine, la
transcription et l’expression protéique de la P-sélectine se trouvent augmentées pendant
environ 72 heures (117). Le P$GL-1 est le ligand principal de la P-sélectine et nécessite
des modifications dans ses chaînes de sucre (carbohydrate). Ainsi, pour son activité de
liaison avec la P-sélectine, un acide sialique et un fucose doivent être ajoutés, en plus de
greffer des chaînes latérales à un noyau-2-f3- 1 ,6-N-acetyl-gluosaminyltransferase, générées
par l’enzyme noyau-2 (core-2 enzyme) (11$-121).
La P-sélectine est un marqueur de l’inflammation aigu. Lors d’un stimulus
inflammatoire tel que mentionné ci-dessus, elle est rapidement transioquée à la membrane
pour induire l’adhésion des cellules inflammatoires au CE. Comme le VEGf-A165 est un
facteur de croissance capable d’induire une réponse inflammatoire, nous étions par
conséquent intéressé à détenniner les mécanismes par lesquels le VEGf-A165 induit la
translocation de la P-sélectine.
1.4.2. Étapes d’adhésion aux cellules endothéliales
Le processus inflammatoire est très complexe et comprend plusieurs étapes (pour
revues; $7, 122). L’activation des CE à l’état basal par divers stimuli inflammatoires
(figure 2A) conduit à la transiocation de la P-sélectine et à la synthèse du PAF (figure 2B),
favorisant l’adhésion des cellules inflammatoires aux CE. L’adhésion des cellules
inflammatoires aux CE des vaisseaux sanguins comporte quatre étapes: la capture
(tethering) et l’activation des cellules inflammatoires interagissant avec les CE (Figure 2C),
le roulement à la surface des CE (Figure 2D), l’adhésion ferme aux CE (figure 2E) et
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finalement la transmigration entre les CE (Figure 2F). Avec l’amélioration constante des
techniques d’investigation, la liste des molécules d’adhésion impliquées à chacune des
étapes sus-mentionnées s’est agrandie et complexifiée, mais se résume à trois grandes
familles: les sélectines, les CAM et les intégrines (Tableau 2).
Figure 2: Schéma général de la cascade d’évènements menant à l’adhésion des
cellules inflammatoires aux tissus inflammés. L’endothélium à l’état basal n’exprime
pas de façon constitutive la P-sélectine ou le PAF (A). Lors d’un stimulus activateur, les
cWP fusionnent avec la membrane plasmique, causant la transiocation de la P-sélectine à la
surface de la CE. Le PAF est également synthétisé à partir des lipides membranaires et
exprimé à la surface de la CE (B). Suite à l’activation de l’endothélium, le PSGL-1
exprimé de la cellule inflammatoire entre d’abord en contact avec la P-sélectine des CE,
capturant ainsi la cellule inflammatoire en plus de l’activer (C). La seconde étape est le
roulement à la surface des CE, ce qui active de façon plus marquée la cellule inflammatoire
qui verra les VCAM et ICAM interagir avec les intégrines activées de la cellule
inflammatoire (D). L’étape suivante est celle de l’adhésion ferme, où la cellule
inflammatoire s’aplatie à la surface des CE et n’est plus entraînée par le flot sanguin (E).
Finalement, des molécules chimiotactiques sous-endothéliales vont attirer la cellule
inflammatoire vers la lame basale, et d’autres molécules impliquées dans l’adhésion vont
causer la transmigration (F).
Figure 3: Représentation des interactions ligands-récepteurs des différentes
molécules d’adhésion. Représentation schématique des diverses molécules d’adhésion
présentes à la surface de l’endothélium ainsi que sur une cellule inflammatoire (leucocyte),
ainsi que leurs ligands ou récepteurs.
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La première étape de l’adhésion est celle de la capture. Elle correspond aux
premières interactions moléculaires entre les CE des vaisseaux sanguins et les cellules
inflammatoires. Cette étape est médiée par la famille des sélectines, plus précisément la P
sélectine. Cette molécule est rapidement transloquée à la surface de la membrane des CE
de façon à être exposée à la lumière vasculaire. Ainsi, la P-sélectine sert de point d’ancrage
pour son ligand, le PSGL-1 exprimé à la surface des cellules inflammatoires ($7) médiant
ainsi la capture de ces dernières. Notons également que la L-sélectine à la surface des
cellules inflammatoires, agit également dans l’étape de la capture en liant notamment
G1yCAM, ainsi que la P-sélectine elle-même (104). La capture conduit à l’activation des
leucocytes. En diminuant leur vélocité, ce processus permet des interactions plus efficaces
avec d’autres molécules activatrices, telles que les chimiokines (123) et le PAF (124),
présentées à la surface des CE. En retour, ce contact activateur va entraîner la régulation à
la hausse d’autres molécules d’adhésion, telles que les membres de la famille des
intégrines.
La seconde étape est le roulement. Cette étape est caractérisée par un contact plus
intime entre les cellules inflammatoires et les CE. Suite à la capture, il se produit une
augmentation marquée du nombre de molécules d’adhésion à la surface des cellules
inflammatoires. Il s’agit de membres de la famille des [3 intégrines, principalement ŒL[32
(CDY 1aJCD18) et ŒM[32 (CDY lb/CD1$) (125). Le rôle de ces intégrines est de ralentir
davantage les cellules inflammatoires à la surface des CE, conduisant à leur arrêt complet
près du site lésé/inflammé. Ce processus favorise l’interaction des molécules d’adhésion et
active le processus suivant. Notons que la P-sélectine continue à jouer un rôle important à
ce stade. En effet, chez des souris ayant subies une délétion des deux allèles du gène
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codant pour la P-sélectine (P-sélectinej il y a une importante réduction du roulement des
neutrophiles au niveau de l’endothélium (126).
La troisième étape de cette cascade est l’adhésion ferme. Cette étape est
caractérisée principalement par l’arrêt complet des cellules inflammatoires au site où ils ont
la possibilité de transmigrer vers l’espace sous-endothélial. À cette étape, la E-sélectine
agit de façon non-négligeable. En effet, des souris ayant subi une délétion des deux allèles
codant pour la E-sélectine (E-sélectinej montrent un nombre réduit d’adhésion ferme en
réponse à des molécules chimiotactiques (96) ou à une stimulation par des cytokines (127).
Les cellules inflammatoires sont principalement ancrées fermement aux CE par
l’interaction de leurs intégrines (122). Ainsi, c’est principalement le CD18 (sous-unité f32)
des intégrines CD1IaJCD18 et CD1 lb/CD18 qui s’active. En effet, des souris CDYW’
présentent des défauts entre autre de recrutement des leucocytes dans le péritoine (12$) et
dans la peau (129). Le rôle de ces intégiines est de lier ICAM-1 présent à la surface des
CE. ICAM-1 est régulée à la hausse par une synthèse protéique de novo qui est maximale
entre 3-6 heures selon le stimulus inflammatoire (122). La présence de f3’ intégrine cx431
(VLA-4) à la surface de certaines cellules inflammatoires (macrophages, éosinophiles; 130)
est de moindre importance par rapport aux f32 intégrines, mais peut partiellement compenser
le rôle des f32 intégrines lorsque ces dernières sont manquantes (131, 132).
La dernière étape de cette cascade est celle de la transmigration. C’est la migration
des cellules inflammatoires à travers la monocouche de CE. Le but de cette étape est de
permettre aux cellules inflammatoires d’atteindre l’espace sous-endothélial de façon à
rejoindre la source du signal chimiotactique qui est à l’origine de l’inflammation. La
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famille des intégrines est très impliquée à ce niveau (CD1 1aJCDÏ$ et a4E31), ainsi que les
ligands de la famille des CAM (PECAM- 1 et ICAM- 1), et en particulier PECAM- 1. Ainsi,
l’emploi d’un anticorps anti-PECAM réduit jusqu’à 90% la transmigration de monocytes et
de neutrophiles à travers les CE (133, 134).
Ces étapes de l’adhésion peuvent donc évoluer vers deux possibilités: premièrement
un processus de réparation normal qui mènera à une résolution et un retour à un tissu sain et
fonctionnel. Inversement, ceci pourrait être la poursuite chronique d’un phénomène normal
qui est devenu dégénératif et nuisible (arthrite rhumatoïde, inflammation chronique dans
une plaque d’athérosclérose), qui est marqué par une affluence continue de cellules
inflammatoires (46).
1.5. PROBLÉMATIQUE ET BUT DE L’ÉTUDE
Il est connu depuis longtemps que la P-sélectine est rapidement transioquée à la
surface des CE suite à un stimulus approprié. Plus récemment il a été démontré que le
VEGF et le PAF pouvaient induire une telle translocation. Par contre, il n’avait pas été
démontré le rôle de chacun des récepteurs du VEGF dans la translocation de la P-sélectine
ni s’il existait un lien direct entre cette transiocation induite par le VEGF et la synthèse de
PAF. Par conséquent, nous avons voulu investiguer le rôle des VEGFR-1, VEGFR-2 ainsi
que le corécepteur NRP-l dans la transiocation de la P-sélectine à la surface des CE de
veines de cordons ombilicaux humains (HUVEC). De plus, nous avons étudié la
contribution respective des récepteurs intracellulaires et extracellulaires du PAF suite à une
stimulation au VEGF-A165 sur le phénomène d’induction de la translocation de la P
sélectine. En seconde partie nous avons recherché, en condition statique, le rôle de la P-
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sélectine et de son principal ligand (PSGL-1) dans l’adhésion de neutrophiles aux HUVEC
stimulées par le VEGF-A165 Enfin, nous avons étudié le rôle du PAF et de ses récepteurs
dans l’adhésion des neutrophiles aux CE stimulées par le VEGF-A165.
1.6. APPROCHES EXPÉRIMENTALES
Toutes les approches expérimentales utilisées dans ce mémoire se retrouvent de
façon intégrale dans l’article qui suit.
2.0. ARTICLE
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ABSTRACT
We previously reported that vascular endothelial growth factor (VEGF-A1 65) inflammatory effect
is mediated by acute platelet-activating factor (PAF) synthesis from endothelial ceils (EC). Like
PAF, VEGF-A165 promotes P-selectin transiocation on EC surface. However, it is unknown
whether VEGF-A165 is mediating P-selectin transiocation through VEGF receptor-1 (VEGFR-l)
and/or VEGF receptor-2 (VEGFR-2) activation, and whether the coreceptor neuropilin-1 (NRP
1) potentiates VEGF-A165 activity. In addition, we sought to determine whether the synthesis of
PAF mediated by VEGF-A165 contributes to P-selectin transiocation. Treatment of human
umbilical vein endothelial celis (HUVEC) with VEGF analogs including VEGF-A165, VEGF
A121, placenta! growth factor-1 (P1GF-1), VEGF-B, VEGF-C and -D (iO- M) induced a rapid P
selectin transiocation by 270, 135, $0, 72, 77 and 70% respectively. Pretreatment of HUVEC
with a selective VEGFR-2 inhibitor (SU 149$) inhibited the transiocation of P-selectin mediated
by VEGF-A165, VEGF-A121, VEGF-C and -D, without affecting the effects mediated by PÏGF
and VEGF-B (VEGFR-1 analogs). Pretreatment with selective PAF-receptor antagonists
inhibited up to 88% the transiocation of P-selectin mediated by VEGF-A165. These data show
that the activation of VEGfR-1 and VEGFR-2 can lead to P-selectin transiocation. However,
maximal effect was mediated by VEGF-A165 upon the activation of VEGFR-2/NRP-1 complex
and requires PAF synthesis.
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INTRODUCTION
Although vascular endothelial growth factor (VEGF) can induce as other growth factors the
proliferation and migration of endothelial celis (EC), it is the only growth factor known so far
able to promote protein extravasation (1-3). Furthermore, the vascular permeability increase
mediated by VEGF seems to be linked to its angiogenic properties (1-4). The intensive research
on VEGF led to the identification of five different VEGF isoforms of 206, 189, 165, 145 and 121
amino acids, which are now termed as VEGf-A206, 189, 165, 145 d 121, and which are produced by
alternative spiicing ofa single gene containing eight exons. The VEGf family also includes five
different analogs: placental growth factor (P1Gf-1 and -2), VEGF-B, VEGf-C, VEGF-D, and a
viral homolog, VEGf-E. The actions of VEGF family members are mediated by the activation
of selective tyrosine kinase receptors including VEGfR-1 (flt-1) and VEGFR-2 (flk-1JKDR),
winch are expressed almost exclusively on EC, and VEGFR-3 (flt-4), winch is mainly limited to
lymphafic endothelium. VEGF-A binds to VEGfR-1 and VEGfR-2; P1GF-1, P1Gf-2 and
VEGf-B bind to VEGFR-1; VEGf-C and D bind to VEGfR-2 and R-3; whereas VEGF-E
interacts only with VEGfR-2 (5, 6; for reviews). Recent studies also reported that neuropilin-1
(NRP-1); a transmembrane receptor first described on axons in the developing nervous system
(7), also acts as a coreceptor, complexing with VEGfR-1 and VEGfR-2 (8-10). NRP-1
enhances the binding of VEGF-A165 to VEGfR-2 and potentiates various VEGf-A165 biological
activities (8). Such selectivity is attributable to the presence ofVEGF-A exon 7 in VEGf-A165, a
domain that is lacking in VEGF-A121, VEGF-C, VEGF-D and P1GF-1 (8, 11). On the other
hand, although NRP-1 can interact with P1Gf-2 and VEGF-B isoforms, winch have a sequence
homologous to the NRP-1 binding exon 7-encoded peptide of VEGf-A165, NRP-1 does flot
potentiate their biological activities upon VEGFR-1 stimulation (9, 10).
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Over the last years, we have shown in ECs that the inflammatory effect of VEGF-A165 is
mediated through the synthesis of a potent inflammatory mediator, namely platelet-activating
factor (PAF) (12). We subsequently investigated the role piayed by VEGf-A receptors, and
showed that VEGF-A165 induces EC migration, proliferation and PAF synthesis through the
activation of VEGFR-2, and that such effects can be potentiated by the expression of VEGFR-2
coreceptor neuropilin- 1 (NRP- 1) (13, 14), whereas the activation of VEGFR- 1 in the presence or
absence ofNRP-1 had no or marginal contribution on these activities (13, 14).
The induction of acute endothelial PAF synthesis mediated by VEGF-A165 might also play a
pivotai role in the interaction between inflammatory celis and ECs (15-1$). Indeed, VEGF-A165,
like other inflammatory mediators including histamine and thrombin, promotes the fusion of
cytosolic Weibel-Palade bodies (WPB) with the plasma membrane, leading to the release of von
Willebrand factor (vWf) and to a rapid and transient transiocation of P-selectin to the endothelial
apical surface (19-24). Once translocated, P-selectin recognizes its high affinity counter-receptor,
P-selectin-glycoprotein-ligand-1 (P$GL-1) on neutrophils and promotes the rolling and transient
adhesion of neutrophils onto EC (25, 26). In addition, newly formed endogenous PAF, which
remains associated with the EC (27-29), may interact with its receptor expressed on neutrophiis
(30). This interaction up-regulates the function of the neutrophil CD11bICD18 integrin
complex, making it competent to bind to specific endoffielial ligands such as intercelluiar
adhesion molecule- 1 (ICAM- 1) (27). Together, these interactions might contribute to the firm
adhesion of neutrophils onto EC, which is critical in the early/acute recruitment of leukocytes at
injury and inflammatory sites, and contributing to the induction of pathologicai angiogenesis
(15-18).
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Other aspects should be taken into account regarding the potential contribution of newly
synthesized PAF on VEGF-mediated P-selectin transiocation and on the adhesion of neutrophils
onto activated EC. Firstly, a treatment with exogenous PAF can induce the transiocation of
endothelial P-seiectin (16); secondiy, ECs express ceil-membrane and intracellular PAF
receptors (31-35); thirdly, since most, if flot ail, the PAF synthesized by the EC under VEGF
A165 stimulation remains associated with ECs, either on the cell surface andlor within the celi
(12), it is thus possible that PAF may serve as an autocrine andlor an intracellular messenger for
the induction of endothelial P-selectin transiocation upon VEGF-A165 stimulation.
In the present study, by using VEGF analogs, selective inhibitors and antagonists, we assessed
how VEGF-A165 promotes P-selectin translocation, the contribution of its receptors, and whether
this impiies the contribution of endogenously synthesized PAF. Finally, we investigated the roie
ofP-seiectin and PAF on VEGF-A165-mediated neutrophil adhesion to ECs.
METHODS
Chemicaïs
Histamine was purchased from Sigma Co. (St-Louis, MO. USA), human recombinant VEGF165
from Pepro Tech (Rocky Hill, NJ, USA), human recombinant VEGF121, VEGF-B, -C, -D and
P1GF152 (P1GF-1) from R & D Systems (Minneapolis, MN, USA). SU1498 was purchased from
Calbiochem (San Diego, CA, USA), BN 52021 and CV-398$ from Biomol Research
Laboratories Inc. (Plymouth Meeting, PA, USA), whereas LAU 8080 (formerly known as BN
50730) was synthesized and obtained from LSU Health Sciences Center (New Orleans, LA,
USA). Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM); F-12 medium and Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS) were obtained from Life Technologies (Burlington, ON, Canada).
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Celi Culture
HUVEC were isolated from fresh umbilical cords and cultured as described previously (36).
Briefly, HUVEC were seeded on gelatin-coated (0.25%) plates and cultured in DMEMIF-12
(3:2) medium containing 10% fetal bovine serum (FB$) (Hyclone Lab., Logan UT, USA), EGM
2 singlequot without VEGF (Clonetics, Walkersville, MD, USA) and 2% antibiotics (Penicillin
and Streptomycin; Sigma). HUVEC were characterized by cobblestone appearance and used at
passage 1 or 2.
Confocal Microscopy
Post-confluent HUVEC grown on glass coverslips were rinsed with DPBS (37°C), stimulated
with histamine (i0 M) or VEGF-A165 (10g M) for 7.5 mm, and then fixed with 1%
paraformaldehyde-DPBS solution. In another series of experiments, following
paraformaldehyde fixation, HUVEC were permeabilized with DPBS-Triton x-100 (0.5%).
Nonspecific binding of primary antibodies was prevented by preincubating fixed HUVEC with
10% serum from the species used to raise the secondary antibodies. Cells were incubated with
rabbit polyclonal anti-human P-selectin antibodies (1:100 dilution), and/or with goat polyclonal
anti-human von Willebrand factor (vWf) antibodies (1:200 dilution) (Research Diagnostics mc,
Flanders, NJ, USA) for 90 min. Celis were rinsed with DPBS and incubated either with swine
anti-rabbit tetramethylrhodamine isomer-R (TRITC)-conjugated IgG (1:100 dilution) and!or with
donkey anti-goat fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated IgG (1:100 dilution) (DAKO
Diagnostics, Mississauga, ON, Canada) for 60 min. The expression of PAF receptors (PAFR) in
HUVEC was assessed by using the same procedure. Primary antibodies were goat polyclonal
anti-human PAFR IgG (1:200 in 1% serum, Sigma). Glass coverslips were mounted using a 1,4-
diazabicyclo-2-2-2-octane (DABCO)!glycerol (1:1) solution. HUVEC were observed on a Zeiss
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Axiovert 100 M microscope adapted with an LSM 510 confocal system. Images were recorded
with the LSM 510 software.
Cell-$urface ELISA
Flat-bottom 96-well plates were coated with 0.25% gelatin; HUVEC (20 000 cells/well) were
seeded and grown up to 3 days post-con±luence. HUVEC were rinsed with DPBS (3 7°C),
pretreated with a DPBS-CaC12 (1 mM) solution with or without selective antagonists or
inhibitors 15 min prior to stimulation with VEGF analogs, PAF or histamine. Reactions were
stopped by removing stimulation medium and adding 1% paraformaldehyde for 20 min.
Following a rinse with DPBS, ceils were incubated with blocking solution (5% BSA in DPBS)
for 15 min. Rabbit polyclonal anti-human P-selectin antibodies (1:100 dilution) were added for
90 min and then rinsed with DPBS. Binding was assessed by secondary detection wiffi HRP
conjugated goat anti-rabbit IgG (1:5 000 dilution) for 45 min. The plates were read at 450 nm by
an automatic plate reader. Nonspecific binding was assessed by substituting primary antibodies
with normal rabbit serum ($anta Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
Western blot analyses of VEGF receptors
Confluent HIJVEC (100-mm tissue-culture plate) were rinsed with fresh HBSS-HEPES (10 mM;
pH 7.4) and stimulated either with DPBS, VEGF-A165, VEGf-A121, VEGf-C or VEGF-D. In a
series of experiments, HUVEC were pretreated for 15 min with VEGFR-2 inhibitor (SU 1498) or
PAFR antagonists prior to stimulation. Stimulation medium was removed, lysates prepared,
immunoprecipitations performed on I mg of total proteins, and western blot analyses performed
as previously described (13, 14). Primary antibodies used were rabbit anti-human VEGFR-1,
rabbit anti-mouse VEGFR-2, rabbit anti-human VEGfR-3 or goat anti-human NRP-1 1gO
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polyclonal antibodies (Santa Cruz Biotechnology). Then, the membranes used for VEGFR-1,
VEGfR-2 or VEGfR-3 protein expression were also used to detect their phosphorylation, (but
flot for NRP-1 phosphorylation, as we previously described that VEGf-A165 and its analogs do
flot mediate NRP-1 phosphorylation) (14). Antibodies detecting VEGFR-1, VEGfR-2 or
VEGFR-3 protein expression were removed by treating the membranes with Re-Blot Plus $trong
stripping solution (Chemicon International, Temecula, CA, USA) for 20 mm, followed by a brief
rinse with 0.1% TTBS. To detect the receptor tyrosine phosphorylation, the same detection
procedure was followed, except that the primary antiserum was a mouse anti-phosphotyrosine
clone 4G10 (1:4 000 dilution; Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA).
Kaleidoscope molecular weights (Bio-Rad) were used as standard for SDS-PAGE
immunoblotting experiments.
Neutrophilpurfication
Venous blood was obtained from healthy donors, free from medication for at least 10 days
before the experiments as described previously (36). This procedure yielded a neutrophil
population that is 95% pure, as determined by a Coulter counter and Wright-Giemsa staining,
and over 95% viable when assessed by trypan blue exclusion assay.
Neutrophil Adhesion Assay
HUVEC were seeded and cultured (40 000 cells/well; 24-well plates) as described for celi
surface ELISA experiments. To evaluate the contribution of PAF andlor P-selectin to the
adhesion of neutrophils to endothelial ceils, HUVEC were rinsed with DPBS (3 7°C), and
pretreated with a DPBS-CaCl2 (1 mM) solution alone or containing PAFR antagonists, which
bind selectively to intracellular PAFR {LAU$080; l0’°- i- M], extracellular PAfR [BN 52021;
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i08i05 M] or to intra- and extracellular PAFR [CV-3988; 108_105 M]), or a P-selectin
antagonist, recombinant soluble P-selectin glycoprotein ligand 1g molecule; (rPSGL-Ig; 1 ng-50
j.ig!ml; kindly provided by Dr. A. Kumar, Genetics Institute, Andover, MA, USA) for 15 min at
37°C. Neutrophils (1 X i0 in 500 tl of DPBS with 1 mM CaCl2) were added to each well and
HUVEC were stimulated with PAF (10-o M) or VEGF analogs uo9 M) for 7.5 min. The wells
were rinsed rapidly with DPBS, to remove non-adherent neutrophils, and fixed with a 1%
paraformaldehyde / 1% glutharaldehyde-DPBS solution. Neutrophil adhesion to HUVEC was
assessed with a color video digital camera adapted to a binocular microscope. For each well,
three fields of view (FOV) were randomly selected and ffie neutrophils in each FOV were
counted as number of adhered neutrophils/mm2 and expressed as neutrophul adhesion (%).
Preparation ofG$T- VEGF-A165 exon 7fusion protein
To assess the potential contribution of NRP-1 in potentiating the effects of VEGF-A165 over
VEGF-A121 on P-selectin transiocation and neutrophil adhesion to HUVEC, we produced a
glutathione-S-transferase (GST) fusion protein encoding exon 7 of human VEGF-A165 (G$T
Ex7). Ibis sequence is flot present in VEGf-A121 and is responsible for the binding of VEGF
A165 to NRP-1 (8). The sequence encoding for exon 7 ofhuman VEGF-A165 was cloned into the
vector pGEX-2TK (Amersham Biosciences). Escherichia cou (DH5Œ) were transformed with
pGEX-2TK or p2TK-exon 7 vectors to produce GST and GST-Exon 7 proteins. The
recombinant proteins were purified from bacterial lysates using glutathione and heparin affinity
chromatographies, as described previously (37).
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Measurement ofPAF synthesis
PAF production by HUVEC was measured by incorporation of 3H-acetate into lyso-PAf.
Briefly, HUVEC were cultured to confluence in 6-well plates as detailed above, and stimulated
with VEGF analogs (1 0 M) for 7.5 min. Reactions were stopped and synthesized 3H-PAf was
extracted, purified by HPLC, and quantified by fi-counting (3$).
Statistical analysis
Data are mean ± s.e. mean. Statistical comparisons were made by analysis of variance, followed
by a Bonferroni’s t-test for multiple comparison. Data were considered significantly different if
values of p <0.05 were observed.
RESULTS
Localization ofF-selectin and von Willebrandfactor in HUVEC
The subcellular localization of P-selectin and von Willebrand factor was assessed by dual
labeling, using selective antibodies against P-selectin and/or vWf, in conjunction with confocal
microscopy. In control (DPBS)-treated H1JVEC, we observed a homogenous cytosolic
distribution of P-selectin and vWf (Fig. lA-C). Treatment with VEGF-A165 (1 0 M) for 7.5 min
induced a clustering of Weibel-Palade bodies (WPB) along the cytoplasmic membrane (Fig. 1 D
F). As positive control, FRJVEC were treated with histamine (10 M) for 7.5 mm, which
promoted a clustering paffem of WPB similar to that observed in VEGF-A165-treated ceils (fig.
1G-I) (19, 24). When, purified, non-specific rabbit and goat IgG were used as negative control
primary antibodies, staining was not detected (data flot shown).
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Effect of VEGF analogs and corresponding receptors on P-seÏectin transiocation
The effect of VEGf analogs plus the contribution of their receptors and the coreceptor NRP- 1 on
P-selectin transiocation in HUVEC was assessed by ce!! surface ELISA. In a first series of
experiments, HUVEC were treated with VEGf-A165, time- (O-15 mm; iOE9 M) and dose
dependent!y (1012 to 1O M; 7.5 mm). VEGF-A165 (1O- M), which interacts with VEGFR-1,
VEGfR-2 and NRP-1, increased basa! P-selectin translocation up to 270% within 7.5 min (Fig.
2A and B). Treatment with VEGF-A121 (1O- M), which interacts with VEGFR-1 and VEGFR-2,
but flot with NRP-1, increased P-selectin transiocation by 135% (fig. 2C). Treatment with
P1Gf-1 (VEGfR-1 ligand) or VEGf-B (VEGfR-1 and NRP-1 ligand) increased P-selectin
trans!ocation by 79 and 72% respectively, with maximal effect at 1W9 M (fig. 2D and E).
Treatment with VEGf-C and VEGf-D (VEGfR-2 and VEGfR-3 analogs) increased P-selectin
transiocation by 77 and 69% respectively, at 1 0 M (Fig. 2f and G). b assess if the activation
of VEGF receptors by various analogs can be additive on P-selectin transiocation, we performed
assays with combinations ofVEGf analogs; the combination ofPlGf-1 (1O- M) with VEGf-C
or VEGf-D (1O M) increased P-selectin trans!ocation by 130 and 94%, whereas the
combination of VEGf-B (1O M) with VEGf-C or VEGf-D (1O- M) increased it by 99 and
70% respectively (fig. 2H).
Activation and regutation of VEGF receptors
As VEGf analogs induced P-selectin translocation, Western blot analyses was employed to both
confirm the expression of VEGf receptors and NRP-1 in HTJVEC, and assess the capacity of
VEGF-A165 (1O M; 7.5 mm) to promote VEGfR-1/-2 phosphorylation, and VEGF-C and
VEGF-D to mediate VEGfR-2/-3 phosphorylation. In addition, using a selective VEGFR-2
inhibitor (SU 149$; 5 x 1W6 M, [1C50 = 700 nM]); (39), we determined whether the traislocation
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of P-selectin induced by VEGF-A165 and VEGF-A121 implies ifie activation of VEGFR-1 andlor
VEGFR-2, and if VEGfR-3 contributes to VEGF-C and VEGf-D effect. VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3 and NRP-1 were detected by immunoblotting and their expression remained the same
at least up to passage 2 (Fig. 3A-G; upper bands). Western blot analysis revealed
phosphorylation of VEGFR-1 and VEGFR-2 mediated by VEGF-A165 (Fig. 3A and B; lower
bands), and the phosphorylation ofVEGFR-2 and VEGFR-3 by VEGF-C and VEGF-D (Fig. 3C
and D; lower bands). Pretreatment with SU1498 abrogated the phosphorylation of VEGFR-2
mediated by VEGF-A165, VEGF-C or VEGF-D (fig. 3B and C; lower bands) without affecting
the phosphorylation ofVEGfR-1 and VEGFR-3 (Fig. 3A and D; lower bands).
1n addition, as we used selective intra-, extra- and both intra- and extracellular PAF
receptor antagonists (LAU$080, 100 nM [1C50 = 590 pM]; BN 52021, 10 tM [1C50 = 164 nM];
and CV-3988, 10 M [1C50 = 254 nM]) (31-33) to address the contribution of PAF and its
receptors on VEGf-A165-mediated P-selectin transiocation and neutrophil adhesion to HUVEC,
we performed a western blot analysis to assess if a pretreatment with these antagonists would
interfere with the activation of VEGFR-1 and VEGFR-2 mediated by VEGf-A165. Pretreatment
with these PAFR antagonists did not affect the capacity of VEGF-A165 to mediating the
phosphorylation of VEGfR-1 and VEGfR-2 (fig. 3E and f; Iower bands). for each receptor
subtype, in negative control experiment, in which primaiy antibodies were omitted, we could flot
detect positive bands (data flot shown).
P-selectin transiocation mediated by VEGf analogs: Role of VEGfR-1, VEGfR-2 and NRP-]
To assess if VEGf-A165 and VEGF-A121 are mediating P-selectin transiocation through VEGfR-
1 and!or VEGfR-2 activation, we pretreated the HUVEC with the VEGfR-2-selective inhibitor,
SU1498. Blockade of VEGfR-2 activation reduced by 91 and 85% the transiocation of P-
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selectin mediated by VEGf-A165 and VEGf-A121 (i09 M) (fig. 4). SU149$ was also efficient at
preventing the effect of VEGf-A165 and VEGf-A121 at lower concentrations (1OE” and 10’° M)
(data flot shown). The blockade of VEGFR-2 activation with SU 1498 reduced also by $0 and
56% the transiocation of P-selectin mediated by VEGF-C and VEGF-D (i0 M). Finally, the
blockade of VEGFR-2 stimulation with SU 1498 did flot affect P-selectin transiocation mediated
by P1GF-1 and VEGF-B (10v M) (fig. 4).
As VEGF-A165 and VEGf-A121 mediated P-selectin transiocation through VEGFR-2 activation,
and VEGf-A165 was more potent than VEGF-A121, this lead us to suggest that NRP-1 might
potentiate the effect of VEGf-A165. To address this, we pretreated the HUVEC with a GST
fusion protein encoding the exon 7 of human VEGF-A165 (GST-Ex7) to block the interaction of
VEGF-A165 with NRP-1. Pretreatment of HUVEC with G$T-Exon7 (10’° to i- M) 15 min
prior to stimulation with VEGF-A165 (10 M) reduced P-selectin transiocation to the level
induced by VEGF-A121 (Fig. 5). b insure that such reduction was flot due to the GST protein
itself, HUVEC were pretreated with GST (up to 1 0 M), which did flot reduce of P-selectin
transiocation mediated by VEGF-A165. Pretreatment of HUVEC either with GST-Exon7 or GST
(up to i- M) did flot reduce the ability ofVEGf-A121 to induce P-selectin translocation (Fig. 5).
Treatment of HUVEC with GST-Exon7 or G$T (up to i0 M) alone did flot affect the basal
level ofP-selectin transiocation (data flot shown).
Contribution ofFAf to VEGF-A 165-ïnduced P-selectin transiocation
We have previously shown that VEGF-A165 induces PAF synthesis (12). Furthermore, exposure
of ECs to PAF promotes P-selectin transiocation (36). To determine whether PAF and its ceil
membrane and intracellular receptors contribute to VEGF-A165-mediated P-selectin
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transiocation, we first confirmed that HUVEC expressed ce!! membrane and intracellular PAF
receptors (Fig. 6). We then, we assessed the capacity of VEGF analogs to mediate PAF
synthesis. Treatment of HUVEC with VEGF ana!ogs capable at activating VEGFR-2 (VEGF
A165, VEGF-A121, VEGf-C and VEGF-D; M for 7.5 minO increased by 75 to 95% the
synthesis of PAF. VEGFR-1 ana!ogs (P!GF-1 or VEGF-B) had no effect on PAF synthesis (fig.
7).
We then examined if newly synthesized PAF, and its receptors, were involved in the
transiocation of P-selectin mediated by VEGF-A165. Pretreatment with selective intra-, extra
and both intra- and extracellular PAF-receptor antagonists (LAU8O$0, up to 100 nM [1C50 = 590
pMJ; BN 52021, up to 10 jiM {1C50 = 164 nMJ; and CV-3988, up to 10 tM [1C50 = 254 nM]) (31-
33) reduced dose-dependent!y the transiocation of P-selectin mediated by VEGF-A165 up to 39,
65 and 88% respectively (Fig. sA). Pretreatment with highest concentrations of PAF antagonists
prior to a stimulation with PAF (10-o M) reduced PAF-induced P-selectin trans!ocation by 8$-
95% (Fig. 8B). PAF antagonists alone had no effect on the basal P-selectin trans!ocation (data
flot shown).
Contribution ofP-selectin franslocation to neutrophil adhesion to HUTEC
As VEGf analogs induced P-selectin translocation, which might contribute to promoting
neutrophil adhesion to endoffielial ceils, we wanted to define its contribution to the adhesion of
neutrophils to HUVEC. Treatment with VEGF-A165 (10-o M) for 7.5 mm, which promoted
maximal P-selectin trans!ocation (Fig. 2), increased the adhesion of neutrophi!s to HUVEC by
318% (Fig. 9). In the same series of experiments, HUVEC were pretreated with recombinant
soluble P-selectin glycoprotein ligand 1g molecule (rP$GL-Ig; 10 ng - 10 pgIml) (37) for 15 min
prior to stimulation with VEGF-A165. rP$GL-Ig produced a concentration-dependent inhibition
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of VEGF-A165-induced neutrophil adhesion, with a complete inhibition at 1 jig/ml (Fig. 9).
Normal mouse IgG did flot affect VEGF-A165-mediated neutrophil adhesion to HUVEC (Fig. 9).
Effect of VEGF anaÏogs and corresponding receptors on neutrophil adhesion to HUVEC
Treatement with VEGF-A165, VEGF-A121, P1GF-1, VEGF-B, -c and -D (10 M, 7.5 mm)
increased the adhesion of neutrophils to HUVEC by 415, 230, 176, 192, 272 and 242%
respectively (fig. 10). To assess if the effects mediated by VEGf-A165 and VEGF-A121 were
mediated by the activation of VEGfR1 andlor VEGFR-2, and if the effects of VEGF-C and -D
were mediated by the activation of VEGFR-2 andlor VEGfR-3, HUVEC were pretreated with
the selective VEGFR-2 inhibitor (SU1498; 5 x 10 M) 15 min prior to stimulation with VEGF
analogs. Inhibition ofVEGFR-2 activation reduced by $3 and 100% the adhesion ofneutrophils
to HUVEC mediated by VEGf-A165, VEGF-A121, and by 81 and 77% the effect ofVEGF-C, and
VEGF-D. However, such pretreatment did flot alter the capacity of P1GF-1 and VEGF-B
(VEGFR-1 agonists) to induce neutrophil adhesion to HUVEC (Fig. 10).
VEGF-A165 was more potent than VEGF-A121 at mediating the adhesion of neutrophil to
HUVEC, despite that both ligands acted through VEGFR-2 activation. This difference may be
attributable to the capacity of VEGF-A165, but flot over VEGF-A121, to bind to NRP-1 as
observed for the induction of P-selectin transiocation (Fig. 5). Pretreatment of HUVEC with
GST-Exon7 (1OE’° to M) 15 min prior to stimulation with VEGF-A165 (10g M) reduced the
neutrophil adhesion to the level mediated by VEGF-A121. Such pretreatment did not reduce the
capacity of VEGF-A121 capacity to mediate neutrophil adhesion (fig. 11). Pretreatment of
HUVEC with G$T (l0- M) had no effect on neutrophil adhesion (Fig. 11). GST-Exon7 or GST
(10v M) alone had no effect on the basal level ofneutrophil adhesion (data flot shown).
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Contribution ofFAf to VEGF-A165-mediated neutrophil adhesion to HUVEC
As the activation of VEGFR-2 with selective VEGF analogs lead to PAF synthesis and the
blockade of intra- andlor extracellular PAF receptors reduced VEGF-A165 mediated P-selectin
transiocation, we assessed how PAFR antagonists would affect the adhesion of neutrophils to
HUVEC. Pretreatment with the intracellular PAFR antagonist, LAU$0$0 (up to 100 nM),
reduced VEGF-A165-mediated adhesion of neutrophils to HUVEC by 94%, whereas a
pretreatment with the extracellular PAFR antagonist, BN 52021 (up to 10 jiM), or with the intra
and extracellular PAFR antagonist, CV-398$ (up to 1 tM), completely prevented the adhesion of
neutrophils to HUVEC (Fig. 12A).
When HUVEC were pretreated with the highest effective concentrations of PAF
antagonists prior to a stimulation with PAF (1 0 M), the adhesion of neutrophils to HUVEC was
reduced by 81 to 96% (Fig. 1 2B). Ireatment of HUVEC with PAF antagonists alone had no
effect on basal neutrophil adhesion to HUVEC (data flot shown).
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DISCUSSION
In the current study, by using VEGF analogs, we showed that VEGFR-1 and VEGFR-2
activation induced a rapid and transient transiocation of endothelial P-selectin. In addition, we
observed that VEGf-A165 and VEGF-A121, which can both bind to VEGFR-1 and VEGFR-2,
mediated P-selectin transiocation mainly through VEGFR-2 activation and that the binding of
VEGF-A165 to NRP-1 potentiated its effect as compared to VEGF-A121. Finally, by pretreating
the HUVEC with selective PAF-receptor antagonists and rPSGL-Ig molecules, we were able to
demonstrate that endogenous PAF synthesis is essential for VEGF-A165-mediated P-selectin
translocation, which in tum is essential for the adhesion of neutrophils onto activated HUVEC.
VEGF receptors involvement in F-selectin transiocation
Firstly, we observed the expression of VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 and NRP-1 in HUVEC,
which is in agreement wiffi previous reports (14, 39). Treatment with VEGF-C and VEGF-D
winch can activate VEGFR-2 and VEGFR-3 in HUVEC, elicited about 30% of the maximal
effect obtained with VEGF-A165 on P-selectin transiocation (Fig. 2). Pretreatment with SU1498
prior to a stimulation with VEGF-C or VEGF-D abrogated the phosphorylation of VEGFR-2 and
P-selectin transiocation up to 80% without affecting the phosphorylation of VEGFR-3 (Figs. 3
and 4). As VEGF-C and -D bind to VEGFR-2, without interacting with NRP-1 (40), we can
therefore state that VEGFR-2 stimulation per se is sufficient to promote, in part, P-selectin
transiocation. Treatment of HUVEC with VEGFR-1 agonists; P1GF-1 and VEGF-B increased P
selectin transiocation by about 30% as compared to VEGF-A165, suggesting that VEGFR-1
stimulation promote in part, P-selectin transiocation. Treatment with VEGF-A121, winch binds to
VEGFR-1 and VEGFR-2 but not to NRP-1 increased P-selectin transiocation by 135%, which
represents 50% of the effect mediated by VEGF-A165, suggesting that the binding capacity of
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VEGF-A165 to NRP-1 potentiates the transiocation of endothelial P-selectin. This hypothesis is
supported by our data in which we observed that a pretreatment of HUVEC with a G$T-VEGf
A165 exon 7 fusion protein (G$T-Ex7) which prevents the binding ofVEGf-A165 to NRP-1 (37),
reduced the transiocation of P-selectin mediated by VEGf-A165 to the level mediated by VEGF
A121. In addition, pretreatment of HUVEC with SU 1498 prior to stimulation with VEGf-A121
and VEGF-A165 abrogated the activation ofVEGfR-2 and almost completely the transiocation of
P-selectin without affecting the activation of VEGFR- 1. Therefore, our data demonstrate that the
activation of VEGfR-2 is favored over VEGfR-1 by VEGF-A isoforms, and that the presence of
NRP-1 doubles the transiocation of P-selectin mediated by VEGf-A165 as compared to VEGf
A121.
Despite the fact that VEGF-A165 and VEGF-A121 can both activate VEGfR-1 and VEGfR-2,
they seem to mediate P-seïectin transiocation only through VEGFR-2 activation. This is in
agreement with previous reports suggesting that VEGFR-1 might act as a decoy receptor for
VEGF-A165 and VEGF-A121, and that their effects are mediated by VEGfR-2 activation and
potentiated by NRP-1 (for VEGf-A165) (8, 13, 14, 41). Another possibility is that VEGF-A
isoforms activate VEGfR-1 differently as compared to other VEGFR-1 analogs (9, 4 1-43). This
hypothesis is in agreement with our resuits, as the activation of VEGFR-1 with VEGF-B or
P1Gf-1 increased P-selectin transiocation, by about 30% as compared to VEGF-A165 maximal
effect. furthermore, Auterio and colleagues showed recently that VEGf-A165 induced a strong
phosphorylation of VEGfR-1 tyrosine (Tyr) residues Tyr1213 and to a lesser extent Tyr1242
and Tyr1333, whereas P1Gf induced the phosphorylation of Tyr1309 but flot Tyr1213 (44).
Such variations in the activation of VEGFR-1 by various analogs might explain different
biological activities mediated by VEGF-A and its analogs.
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Contribution ofendogenous PAF synthesis on P-selectin transiocation
Stimulation of ECs with VEGF-A165 or other inflammatory mediators lead to a rapid and
transient PAF synthesis, which remains associated to ECs, with 20% or less being exposed on
the ccli surface, whereas the major portion resides inside the celis (12-14, 27-29). By using
selective PAF-receptor (PAFR) antagonists, it has been shown that endogenous PAF can act as a
second messenger to promote a rapid and transient synthesis of prostacyclin (PGI2), and as a
transcriptional factor of c-fos and c-jun (31-33, 45). Consequently, endogenous synthesized PAF
might contribute at regulating the transiocation of P-selectin upon the activation of its ceil
membrane andlor its intracellular receptors.
By confocal microscopy, we confirmed that HUVEC express ccli membrane and cytosolic PAF
receptors, which is in agreement with previous reports (29, 34, 35). Stimulation of HUVEC with
VEGF analogs capable at activating VEGFR-2 doubled the basal level of PAF synthesis,
whereas the activation of VEGFR-1 either with P1GF-1 or VEGF-B had no such effect.
Pretreatment with selective infra-, extra-, and both intra- and extracellular PAF-receptor
antagonists (LAU$080, BN 52021, and CV-398$) prior to a stimulation with VEGF-A165
reduced P-selectin transiocation by 39, 65 and 88%, respectively (Figs. 6-8). Together, our data
demonstrate that VEGF-A165-mediated P-selectin transiocation is mediated by VEGFR-2
activation, PAF-dependent, and that PAF promotes P-selectin transiocation through the
activation of its ceil membrane and intracellular receptors. Interestingly, although VEGfR- 1 has
been considered in numerous studies as a binding site andlor a decoy receptor, our data show that
the activation of VEGFR-1 by P1GF-1 and VEGF-B can lead to a partial transiocation of P
selectin, and independently from PAF synthesis.
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VEGf-mediated neutrophil adhesion to HUVEC is F-selectin-dependent
Previous reports have shown the potential contribution of endothelial P-selectin and PAF to
mediate neutrophil adhesion to EC activated by numerous inflammatory mediators (24-3 0). If it
is established that P-selectin plays a pivotai role in this regard, it is less clear whether PAF is
essential. In some reports, it was suggested that PAF might act in concert with P-selectin
whereas in others, it has been shown that the blockade of P-selectin was sufficient to prevent
neutrophil adhesion onto EC (46-49). Such discrepancies might 5e explained by the fact that the
use of PAF-receptor antagonists prevented the adhesion of neutrophils onto EC; however, in
numerous studies, the auffiors did flot take into account that newly synthesized PAF, as shown in
our study, directs the transiocation of P-selectin. Consequently, it is possible ifiat the
contribution of PAF is essential for the induction of P-selectin but not per se for the adhes ion of
neutrophils onto activated EC.
In our study, we showed that a treatment ofl{UVEC with VEGF-A165 (11Y9 M), a concentration
that induces within minutes maximal P-selectin transiocation, and PAF synthesis, increased by
over 300% the adhesion of neutrophils onto HUVEC. Then, by pretreating the HUVEC with a
P-selectin antagonist (rPSGL-Ig), we observed a complete inhibition ofneutrophil adhesion onto
HIJVEC mediated by VEGF-A165 (Fig. 9). These data demonstrate that P-selectin is essential for
neufrophil adhesion to activated EC, and that the interaction between endothelial PAF and its
receptors expressed on neutrophils is flot sufficient by itself to support the adhesion of
neutrophils to EC. When we pretreated the HUVEC with selective PAFR antagonists, we
observed that the blockade of intracellular PAFR with LAU$0$0, which does not interfere with
PAFR expressed on ceil membranes (32), prevented the translocation of P-selectin by 39%,
which was sufficient to reduce the adhesion of neutrophiis onto HUVEC by 94%. These data
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illustrate that the blockade of P-selectin expression by about 40% is sufficient to prevent almost
completely the adhesion of neutrophils to activated ECs, despite the fact that de novo synthesized
PAF could interact with its ceil-membrane receptors on HUVEC and neutrophils. These data
strengthen the hypothesis that P-selectin itself is sufficient to promote neutrophil adhesion onto
activated EC, and that endothelial PAF bas no, or a marginal roTe per se on the adhesion of
neutrophils.
Finally, as defined for P-selectin transiocation, we obseiwed that the blockade of VEGFR-2
activation with SU 149$ abrogated the adhesion of neutrophils mediated by VEGF-A165, VEGF
A121, VEGF-C and VEGF-D by 77 to 100%, without altering the adhesion of neutrophils
mediated by VEGR-1 analogs; P1GF-1 and VEGF-B. In addition, by pretreating the HUVEC
with GST-Ex7, we observed that NRP-1 contributes at potentiating the adhesion of neutrophils
to HUVEC mediated by VEGF-A165 as compared to VEGF-A121.
In conclusion, stimulation of VEGf receptors leads to endothelial P-selectin translocation. The
major pathway is mediated by the activation of the VEGFR-2/NRP-1 complex by VEGF-A165,
and which implies endogenous PAF synthesis. Furthermore, we showed that PAF exercises an
autocrine and an intracrine activity on P-selectin transiocation. lnterestingly, stimulation of
VEGFR-1 either by P1GF-1 or VEGF-B leads to a lesser extent, and independently from PAF
synthesis, to the translocation of P-selectin. Finally, the translocation of P-selectin onto
activated EC is sufficient to support the adhesion of neutrophils, whereas PAF is essential for P
selectin translocation but flot for the adhesion of neutrophils on activated HUVEC (Fig. 13).
Since VEGF-mediated angiogenic properties appear to be linked to vascular permeability
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increase, the regulation of PAF synthesis andlor P-selectin transiocation mediated by VEGf
might contribute at preventing the development of diseases implying pathological angiogenesis.
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LEGENUS
Figure 1. P-selectin and vWf colocalize in Weibei-Palade bodîes (VPB) of endothelial ceils
(rod-shaped like) and cluster to ccli membrane upon stimulation. HUVEC were stimulated
with solution buffer (DPBS), histamine, or VEGF-A165 for 7.5 min. By confocal microscopy, we
detected the expression of P-selectin (A, D, G; TRuC staining), vWf (B, E, H; FITC staining)
and their colocalization in WPB (C, F, I) by superimposing computerized pictures of the TPJTC
labeled-P-selectin and FITC-labeled-vWf pictures, which resuits in the yellow color of WPB. In
DPBS-treated ceils, WPB were distributed homogeneously into the celis (A-C), in VEGF-A165
(D-F) and histamine (G-I) treated celis, WPB clustered along the celi membrane (arrows).
Figure 2. VEGF analogs induce P-selectin ceil-surface expression in HUVEC. P-selectin
tTanslocation on RUVEC was quantified by ceil-surface ELISA. DPBS was used as negative
control, and the basal translocation of P-selectin mediated by DPBS was set to 1. The
translocation of P-selectin mediated by VEGF-A165 (1O- M) as a function ofthe time (O-15 mm)
(A) and at various concentrations (1012 to i08 M) in ceils treated for 7.5 min (B) was measured.
Transiocation of P-selectin mediated by VEGF analogs was assessed at various concentrations
(1OE12 to 1OE8 M) in celis treated for 7.5 min (C-G). The combination ofVEGFR-l and VEGfR-
2 agonists at M (7.5 mm) on P-selectin translocation was assessed (H). In each experiment,
a group of celis was treated with normal rabbit IgG to evaluate the non-specific binding, which
was subtracted from the values obtained upon stimulation with agonists. Data are means ± SEM
ofat Ieast 12 experiments, p 0.00 1 as compared to DPBS.
Figure 3. Expression and regulation of VEGF receptors in HUVEC. HUVEC were treated
either with DPBS or VEGF analogs (1O M) for 7.5 min. In some experiments, HUVEC were
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pretreated for 15 min either with VEGFR-2 inhibitor or PAfR antagonists prior to stimulation
with VEGf analogs. Total proteins were isolated and immunoprecipitations (JP) were performed
either against VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 or NRP-1. Western blot (WB) analyses were
performed with anti-VEGfR-1, VEGFR-2, VEGfR-3 or NRP-1 antibodies (upper bands). Then,
the membranes were treated with Re-Blot Plus Strong stripping solution and the detection of
VEGFR-1, VEGfR-2 or VEGFR-3 phosphorylation (lower bands) was performed with anti
phosphotyrosine antibodies.
Figure 4. Contribution of VEGF receptors on P-selectin transiocation. HUVEC were
pretreated (+) or flot (-) with a selective VEGFR-2 inhibitor (SU149$; 5 x 10 M), 15 min prior
to stimulation with VEGF analogs (10v M) for 7.5 min. Data are means ± SEM of at least 6
experirnents, * p 0.05 and p 0.00 1 as compared to DPBS, j• p 0.01 and p 0.00 1
as compared to corresponding VEGF analogs untreated with SU 1498.
Figure 5. Contribution of NRP-1 on P-selectin transiocation in HUVEC. HUVEC were
pretreated either with a GST fusion protein encoding the exon 7 of human VEGF-A165 (GST
Ex7) or a GST protein 15 min prior to stimulation with VEGf-A165 or VEGF-A121 for 7.5 min.
Data are means ± SEM ofat least 6 experiments, p 0.001 as compared to DPBS, fft p
0.001 compared to VEGF-A165.
Figure 6. PAF-receptor expression in HUVEC. HUVEC were fixed by DPBS
paraformaldehyde (1%) solution, and permeabilized with DPB$-Triton x-100 (0.5%) solution
(A), and some counterparts were flot penneabilized (B) (630X magnification). By confocal
microscopy, we revealed the localization of FITC-labeled PAF receptors (green staining) in
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HUVEC. Magnification of inserts (C and D) are provided for a better visualization of PAF
receptors (2X zoom magnification of images A and B). Purifled, non-specific goat IgG were
used as negative control primary antibodies (E and F).
Figure 7. PAF synthesis mediated by VEGF analogs in HI]VEC. HUVEC were stimulated
with DPBS or VEGF analogs (iOE9 M) for 7.5 min. Data are means ± SEM of at least 6
experiments, * p 0.05 and ** p 0.01 as compared to DPB$.
Figure 8. Role of PAF and its receptors on VEGFA165-mediated P-selectin transiocation.
HUVEC were pretreated with selective PAF receptor antagonists 15 min prior to stimulation
with VEGF-A165 (10g M) (A) or PAF (iW9 M) (B) for 7.5 min. Pretreatment with an
intracellular (LAU$080), an extracellular (BN 52021) and a non-specific PAF-receptor
antagonist (CV-398$) reduced significantly the transiocation of P-selectin mediated by VEGF
A165 and PAF. Data are means ± SEM ofat Ieast 6 experiments, * p 0.05 and p 0.001 as
compared to DPBS, tif p 0.00 1 compared to VEGF-A165 (A) or PAF (B).
Figure 9. Contribution of P-setectin on VEGF-A165-mediated neutrophil adhesion to
HUVEC. Neutrophils (1 X 10) were added to confluent HUVEC (24-well plates) and
stimulated either with DPBS or VEGF-A165 (l0 M) for 7.5 min. The wells were rinsed rapidly
with DPBS to remove non-adherent neutrophils, and flxed with a 1% paraformaldehyde I 1%
glutharaldehyde-DPBS solution. Pretreatment with rPSGL-Ig molecules reduced dose
dependently the adhesion of neutrophils to HUVEC mediated by VEGF-A165. Data are means ±
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SEM of at least 12 experiments, p 0.001 as compared to DPBS and if p 0.01, fif p
0.00 1 as compared to VEGf i09 M.
Figure 10. Contribution of VEGF receptors on neutrophil adhesion to HUVEC. FIUVEC
were pretreated (+) or flot (-) with SU1498 (5 x 10.6 M), 15 min prior to the addition of
neutrophils (1 X 10f) and to the stimulation of HUVEC with VEGF analogs (i0- M) for 7.5 min.
Data are means ± SEM ofat least 6 experiments, p 0.001 as compared to DPBS, ttt p
0.00 1 as compared to corresponding VEGF analogs untreated with SU 1498.
Figure 11. Contribution of NRP-1 on neutrophil adhesion to HUVEC. HUVEC were
pretreated either with a GST-Ex7 or a GST protein 15 min prior to the addition of neutrophils (1
X 10) and to the stimulation of HIJVEC with VEGf-A165 or VEGf-A121 for 7.5 min. Data are
means ± SEM ofat least 6 experiments, p 0.001 as compared to DPBS. t p 0.05 and ttt
p 0.00 1 compared to VEGF-A165.
Figure 12. Role of PAF and its receptors on VEGFA165-mediated neutrophil adhesion to
HUVEC. HUVEC were pretreated with selective PAF receptor antagonists 15 min prior to the
addition of neutrophils (1 X 10g) and to the stimulation of HUVEC with VEGF-A165 (10 M)
(A) or PAF (1W9 M) (B) for 7.5 min. Pretreatment with an intracellular (LAU8O8O), an
extracellular (BN 52021) and a non-specific PAF-receptor antagonist (CV-398$) reduced
significantly the transiocation of P-selectin mediated by VEGf-A165 and PAF. Data are means ±
SEM ofat Jeast 6 experiments, ‘‘ p 0.001 as compared to DPBS, tif p 0.001 compared to
VEGF-A165 (A) or PAF (B).
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Figure 13. Proposed mechanisms by which VEGF-A165 and its analogs mediate P-selectïn
transiocation and neutrophil adhesion to endothelial ceils. Activation of VEGFR-2/NRP-1
complex by VEGf-A165 mediates de novo PAF synthesis which leads to P-selectin transiocation
(major pathway). Stimulation of VEGFR-1 either by P1GF-1 or VEGF-B induces to a lesser
extent (and PAF-independently) the transiocation of P-selectin (minor pathway). Transiocation
of P-selectin onto activated ECs is sufficient per se to support the adhesion of neutrophils,
whereas synthesized PAF contributes indirectly to the adhesion of neutrophils by inducing the
transiocation of P-selectin on activated endothelial celis.
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3.0. DISCUSSION
Des études antérieures ont démontré que le VEGF-A165 augmente la perméabilité
vasculaire, via la synthèse du PAF par les CE (135), et que cet effet est principalement dû à
l’activation de VEGFR-2 et potentialisé par le corécepteur NRP-1 (135, 42). Toutefois, les
mécanismes par lesquels le VEGF-A165 induit la transiocation de la P-sélectine
endothéliale, ainsi que sa contribution à l’adhésion des neutrophiles à l’endothélium activé,
étaient inconnus. Au cours de la présente étude, nous avons donc démontré que le VEGF
A121 ainsi que le VEGF-A165 et ses analogues provoquent un autre phénomène
inflammatoire: la translocation de la P-sélectine. De plus, nous avons démontré que ces
facteurs de croissance provoquent la translocation de la P-sélectine à la surface des CE et
que ce phénomène est dose-dépendant, rapide et transitoire. Les isoformes VEGF-A121 et
VEGf-A165 se lient à VEGFR-1 et VEGFR-2, mais contrairement au VEGF-A165, le
VEGF-A121 ne lie pas la NRP-1 (136). Cette différence de liaison nous a permis de
déterminer le rôle spécifique de potentialisation du corécepteur NRP- 1 sur la franslocation
de la P-sélectine induite par le VEGF-A165, par rapport au VEGF-A121. De surcroît, grâce à
l’emploi du rPSGL-Ig et d’antagonistes spécifiques des récepteurs du PAF, nous avons
déterminé que la translocation de la P-sélectine requiert de façon prédominante la synthèse
de novo de PAF induite par le VEGF-A165 et que la P-sélectine est essentielle à l’adhésion
des neutrophiles à la surface des CE activées. La translocation de la P-sélectine constitue
donc une étape importante de l’inflammation puisqu’elle est essentielle à l’adhésion des
cellules inflammatoires (polymorphonucléaires, monocytes) à l’endothélium lésé (pour
revue; 87). Puisque divers groupes suggèrent que la réponse inflammatoire est l’étape
initiale de l’angiogenèse chronique et pathologique (4), nous suggérons donc dans le
présent ouvrage que le VEGF-A165 joue également un rôle crucial dans l’inflammation
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aigu puisqu’en plus d’induire la synthèse de PAF qui contribue à l’augmentation de la
perméabilité vasculaire, le VEGF-A165 induit la translocation de la P-sélectine.
3.1. Rôle des récepteurs VEGFR- 1, VEGFR-2 et NRP- 1 dans la translocation de la P
sélectine endothéliale.
La P-sélectine contenue dans les cWP est transloquée à la surface de la membrane
cytoplasmique suite à un stimulus approprié (53). Des études antérieures ont démontré que
le VEGF-A165 possède la capacité d’induire la translocation de la P-sélectine ainsi que la
relâche du vWf (137, 138), mais sans démontrer le rôle précis des récepteurs VEGFR-1,
VEGFR-2 et NRP-1. Ainsi, nous avons utilisé des analogues spécifiques du VEGF-A165
ainsi qu’un inhibiteur spécifique du VEGFR-2 de façon à évaluer le rôle précis de chacun
des récepteurs du VEGF-A165 sur la transiocation de la P-sélectine.
Afm d’évaluer précisément le rôle des récepteurs du VEGf, nous avons utilisé des
analogues du VEGF-A165. Nous avons observé qu’un traitement avec le VEGF-C ou le
VEGF-D, des analogues de VEGFR-2 qui ne se lient pas à la NRP-1 (139), induit une
translocation de la P-sélectine, mais cet effet ne représente que 30% de celui induit par le
VEGF-A165, ce qui nous permet de suggérer que l’activation de VEGFR-2 en soi est
suffisante pour induire une transiocation de la P-sélectine, bien que réduite par rapport au
VEGF-A165. De façon similaire, un traitement avec le VEGF-B ou le P1GF-1, des
analogues de VEGFR-1, induit une translocation équivalente de la P-sélectine. Ces deux
derniers agonistes causent une translocation équipotente qui ne représente que 30% de
l’effet du VEGF-A165. De façon intéressante, le VEGF-B, qui a la capacité de lier la NRP
1, n’entraîne pas plus de translocation de P-sélectine que le PÏGf-1, qui ne peut lier la
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NRP-1. Ces données nous permettent donc de suggérer que l’activation de VEGFR-1 en
soi est suffisante pour induire en partie la transiocation de la P-sélectine et que la NRP-1 ne
potentialise pas cet effet médié par l’activation de VEGfR-l. L’isoforme VEGF-A121 peut
se lier et activer VEGFR-1 et VEGFR-2, mais ne peut se lier à la NRP-1. Le VEGF-A121
induit une augmentation de la translocation de la P-sélectine de 135%, ce qui représente
50% de l’effet du VEGF-A165, suggérant ainsi que la NRP-1 potentialise les effets du
VEGF-A165 sur la translocation de la P-sélectine. Cette hypothèse est également supportée
par nos résultats démontrant que les combinaisons d’analogues de VEGFR-1 et VEGfR-2
ont induit tout au plus une augmentation de 130% de la translocation de la P-sélectine, ce
qui représente environ 50% de l’effet obtenu avec le VEGF-A165. Enfm, comme le VEGF
A121 et VEGF-A165 se lient au VEGFR-l et au VEGFR-2 (135), nous voulions déterminer si
leurs effets étaient médiés par le VEGFR-1 et/ou le VEGfR-2. Pour ce faire, nous avons
utilisé un inhibiteur spécifique (SU1498) de l’activité tyrosine kinase du VEGfR-2. Le
prétraitement des CE avec le SU1498 permet d’inhiber l’activité de VEGfR-2, ce qui
diminue presque totalement la translocation de la P-sélectine induite par VEGF-A121 ou
VEGF-A165.
Ces données sont intéressantes à plusieurs niveaux. Tout d’abord, elles démontrent
que l’activation de VEGFR-1 par le VEGF-B ou le P1GF-1 induit une translocation
significative de la P-sélectine alors que la majorité des études antérieures, incluant les
nôtres, ont démontré que l’activation de VEGfR-l n’entraînait que peu ou pas d’effets
biologiques (prolifération, migration ou synthèse de PAF par les CE) (135). Ensuite, le
VEGF-A165 et le VEGF-A121, qui peuvent lier et activer VEGfR-1 et VEGfR-2, induisent
de façon presque exclusive la translocation de la P-sélectine via l’activation de VEGFR-2.
Enfin, nous avons été en mesure de démontrer que la NRP- 1, qui peut former un complexe
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avec VEGfR-1 et VEGfR-2, potentialise uniquement les effets du VEGf-A165 lorsque ce
dernier se lie à VEGfR-2. Ces observations sont similaires à d’autres études ayant
suggérées que le VEGfR-1 agit comme leurre (decoy receptor) pour le VEGF-A121 ou
VEGF-A165, régulant ainsi la concentration de ces ligands qui activeront VEGFR-2 (38, 42,
135, 140). Une autre possibilité est que les isoformes du VEGF-A peuvent activer le
VEGfR-1 de façon différente par rapport aux autres agonistes du VEGFR-1 (PIGf et
VEGf-B) (140-142). Auterio et col!, ont démontré que le VEGF-A165 induit une
phosphorylation des résidus tyrosine (Tyr) 1213, Tyr 1242 et Tyr 1333, alors que le P1GF
induit une phosphorylation de Tyr 1309, mais pas de Tyr 1213 de VEGFR-1 (143). Les
observations au sujet de ces variations de sites d’activation de VEGFR-1 pourraient être
suffisantes pour expliquer les différences observées dans les activités induites par le VEGF
A et ses analogues.
3.2. La synthèse du PAF médiée par le VEGF-A165 est essentielle à la transiocation de la
P-sélectine.
Des études antérieures ont démontré que le VEGF-A165 produit ses effets
inflammatoires via la synthèse du PAF et suite à l’activation du VEGFR-2 (61, 135). De
plus, il a été démontré que le PAF exogène, tout comme l’histamine et la thrombine, est
capable d’induire la transiocation de la P-sélectine (51, 137, 138, 141, 144, 145). Par
contre, ces études n’ont pas établi si la synthèse du PAF par les CE est essentielle à la
franslocation de la P-sélectine. De même, les différents modes d’actions du PAF endogène
(autocrine, via l’activation de ses récepteurs membranaires des CE et/ou intracrine en
activant les récepteurs du PAF cytosoliques et/ou nucléaires (83, 84, 146, 147, 148)) n’ont
pas été étudiés.
$0
A l’aide d’antagonistes spécifiques pour les récepteurs du PAF intracellulaires et
extracellulaires, nous avons été capable de démontrer que la translocation de la P-sélectine
induite par le VEGF-A165 est dépendante de la synthèse du PAF et que ce dernier a un effet
autocrine et intracrine sur la transiocation de la P-sélectine. Dans notre étude, un
prétraitement avec des antagonistes sélectifs pour les récepteurs du PAF intracellulaires
(LAU$080), extracellulaires (BN 52021) et à la fois intra- et extracellulaires (CV-3988) a
réduit de 39%, 65% et 88%, respectivement, la translocation de la P-sélectine. Dans une
étude précédente, nous avons démontré que la synthèse de PAF était dépendante de
l’activation de VEGFR-2 et que cet effet est potentialisé par le complexe VEGFR-2/NRP- 1
(42, 135). Conséquemment, l’activation du complexe VEGFR-2INRP-1 par le VEGF-A165
induit une synthèse de PAF qui active tous ses récepteurs extracellulaires et intracellulaires
pour ainsi induire la transiocation de P-sélectine à la surface cytoplasmique des CE.
Par ailleurs, il est intéressant de noter que la stimulation de CE avec le VEGF-B ou
le PYGF-1 entraîne une translocation moindre, mais significative, de la P-sélectine lorsque
comparé au VEGF-A165 et que cet effet du VEGF-B et P1GF-1 est PAF-indépendant
puisque l’activation de VEGFR-1 par le VEGF-A165 et ses analogues n’induit pas la
synthèse de PAF (135).
3.3. L’adhésion des neutrophiles aux HUVEC est dépendante de la P-sélectine, ainsi que
de la synthèse du PAF.
Le processus inflammatoire est un phénomène aigu qui, dans certains cas, devient
chronique (arthrite, athérosclérose, etc.; 46). Les cellules inflammatoires adhèrent au site
inflammé lorsque certaines molécules sont impliquées et recrutées à la surface des CE
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lésées. La P-sélectine est une molécule d’adhésion de la famille des sélectines qui se lie à
son ligand PSGL-1 à la surface des cellules inflammatoires (principalement les leucocytes).
Cette interaction entraîne un ralentissement de la vélocité des cellules inflammatoires, ce
qui permet à des molécules activatrices (dont le PAF; pour revue $7), d’activer leurs
récepteurs à la surface des cellules inflammatoires. Ces molécules activatrices ont pour
effet d’augmenter l’expression membranaire d’autres molécules d’adhésion (f3-intégrines;
pour revue $7), ces dernières contribuant à l’immobilisation complète des cellules
inflammatoires au site inflammé.
Nos travaux ont permis de démontrer le rôle de la P-sélectine dans le processus
d’adhésion des neutrophiles aux CE. L’adhésion des neutrophiles en condition statique à
des CE non-stimulées est minime (—50 neutrophiles adhérés / mm2). Toutefois, un
traitement avec le VEGF-A165 permet d’augmenter de 318% l’adhésion des neutrophiles
aux HIJVEC. Ainsi, de façon à déterminer le rôle de la P-sélectine sur l’adhésion des
neutrophiles aux HUVEC, nous avons prétraitées celles-ci avec le rPSGL-Ig pour ensuite
les stimuler avec le VEGF-A165. Le rPSGL-Ig est une molécule qui se lie à la P-sélectine
endothéliale empêchant l’interaction avec la P$GL-1 des neutrophiles. Des doses
croissantes de rPSGL-Ig ont permis de réduire de façon dose-dépendante l’adhésion des
neutrophiles aux HUVEC stimulées avec le VEGF-A165 et ce, jusqu’aux valeurs basales.
Ces résultats démontrent bien le rôle primordial que joue la P-sélectine dans l’induction de
l’adhésion des cellules inflammatoires aux CE.
Nous avons démontré que le PAF est essentiel dans l’induction de la translocation
de la P-sélectine à la surface membranaire des CE suite à une stimulation par le VEGF
$2
A165. Nous avons donc voulu déterminer le rôle du PAF et de ses récepteurs dans
l’adhésion des neutrophiles aux HUVEC stimulées avec le VEGF-A165. Ainsi,
l’antagonisme des récepteurs intracellulaires, des récepteurs membranaires ou de tous les
récepteurs du PAF inhibe l’adhésion des neutrophiles aux HUVEC stimulées. Ces résultats
sont d’autant plus intéressants que leur analyse démontre un point essentiel: l’interaction
entre le PAF et ses récepteurs membranaires n’est pas impliquée dans le processus direct
d’adhésion des neutrophiles avec les CE. En effet, l’emploi du LAU8O80 permet
d’antagoniser les récepteurs intracellulaires, ce qui n’affecte en rien les récepteurs du PAF
présents à la membrane plasmique (148), ces derniers restant disponibles pour interagir
avec les neutrophiles. Ainsi, l’inhibition des récepteurs intracellulaires du PAF réduit de
39% la translocation de la P-sélectine, toutefois, cette inhibition partielle est suffisante pour
bloquer l’adhésion des neutrophiles aux CE activées. Ces données démontrent bien le fait
que la diminution de l’expression de la P-sélectine d’environ 40% est suffisante pour
prévenir la quasi-totalité de l’adhésion des neutrophiles aux CE, et ce malgré le fait que le
PAF synthétisé de novo peut se lier à son récepteur à la surface des neutrophiles.
Finalement, ces résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle la P-sélectine est suffisante
pour induire l’adhésion des neutrophiles à la surface des CE activées et que le PAF n’a peu
ou pas d’effet en soi lors de cette adhésion. En fait, le PAF est essentiel dans la
translocation de la P-sélectine, qui elle, est essentielle à l’adhésion des neutrophiles aux CE
activées.
3.4. Représentation schématique des résultats présentés dans le présent ouvrage.
La Figure 4 schématise les résultats obtenus et présentés dans le présent document.
Ainsi, le VEGF-A165 a la capacité de lier tous ses récepteurs, mais ses effets biologiques
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sont essentiellement induits suite à sa liaison au VEGFR-2 et potentialisé par la NRP- 1. La
liaison ligand-récepteur mène ensuite à une synthèse de PAF de novo qui, à son tour, agit
de façon intracrine et autocrine et lie ses récepteurs tant intracellulaires qu’à la surface
membranaire. La liaison du PAF à ses récepteurs engendre une réaction qui mène les cWP
à fusionner avec la membrane plasmique. L’exocytose des molécules contenues dans les
cWP permet d’exposer les molécules d’adhésion P-sélectine du côté luminal des CE. Cette
P-sélectine peut se lier à la P$GL-l à la surface des neutrophiles et ainsi induire l’adhésion
des neutrophiles aux CE activées. Il est très intéressant de noter que l’activation du
VEGFR-1 par des analogues du VEGF-A permet d’induire une transiocation de la P
sélectine, de façon moindre que le VEGF-A165, et que cette induction est PAF
indépendante.
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Figure 4: Mécanisme proposé de transtocation de la P-sélectine induite par le VEGF
A165. Le VEGf-A165 induit la synthèse du PAF suite à sa liaison à VEGfR-2/NRP-1. Le
PAF lie ses récepteurs tant intracellulaires que membranaires. La liaison du PAF à ses
récepteurs engendre l’exocytose des cWP et la relâche des molécules contenues dans les
cWP, ce qui permet d’exposer à la lumière vasculaire les molécules d’adhésion P-sélectine.
Cette P-sélectine permet ultimement de lier la PSGL-1 à la surface des neutrophiles, ce qui
cause leur adhésion aux CE activées. Il est très intéressant de noter que l’activation du
VEGFR-1 permet d’induire la transiocation de la P-sélectine et que cette transiocation est
indépendante de la synthèse du PAF.
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4.0. CONCLUSION
Ce manuscrit démontre que la stimulation des récepteurs du VEGF mène à la
transiocation de la P-sélectine endothéliale. La voie principale est médiée suite à
l’activation du complexe VEGFR-2/NRP-1 par le VEGF-A165, et est un phénomène
nécessitant la synthèse endogène de PAF. De surcroît, nous avons démontré que le PAF
exerce ses effets de façon intracrine et autocrine sur la translocation de la P-sélectine. Le
PAF est requis pour induire cette transiocation, mais qu’il n’est pas impliqué per se dans
l’adhésion des neutrophiles à la surface des CE activées (Figure 4). Par ailleurs, la
stimulation de VEGFR-l par le P1GF-1 ou le VEGF-B mène de façon moindre et PAF-
indépendante à la translocation de la P-sélectine. Nos travaux démontrent que le VEGF
A165 se lie et active le complexe VEGfR-2/NRP-l, ce qui cause la synthèse de PAF
endogène. Ce PAF se lie à ses propres récepteurs, membranaires et intracellulaires, ce qui
cause la transiocation de la P-sélectine. Enfin, cette P-sélectine est essentielle pour
l’adhésion des neutrophiles aux cellules endoffiéliales.
En conclusion, la composante inflammatoire du VEGF est précisée en partie avec
ces nouvelles données sur l’induction de la P-sélectine. Un meilleur contrôle de la P
sélectine dans ces situations pourrait aider à moduler l’adhésion des neutrophiles dans des
phénomènes inflammatoires physiologiques etlou pathologiques. De plus, il serait
intéressant de complémenter ces études in vitro par des études in vivo sur les effets
qu’exercent le VEGF-A165 sur l’induction de la P-sélectine.
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